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1. RESUMEN 
 
Los virus papiloma humano (HPV) se encuentran ampliamente distribuidos en la 
naturaleza y se caracterizan por su tropismo epitelial, infectando piel y mucosas.  
Actualmente se identificaron más de 200 tipos virales.  Los tipos que infectan la piel 
muestran gran heterogeneidad, distribuyéndose en los géneros alfa (α), beta (β), 
gamma (ɣ), mu (µ) y un (η).  La asociación de los HPV que infectan mucosas y el cáncer  
anogenital (en especial del cuello uterino) está firmemente establecida; sin embargo, 
el rol de los HPV cutáneos (HPVc) en el desarrollo del cáncer cutáneo no melanoma 
(CCNM) no ha sido aún esclarecido.  Esta neoplasia que incluye principalmente el 
carcinoma de células escamosas (CCE) y el carcinoma de células basales (CCB), 
representa el segundo cáncer más frecuente en población caucásica.  Su etiología se 
vincula con la exposición solar, aunque también se ha postulado a la infección con 
HPVc como un co-factor.   
El objetivo de la tesis fue estudiar los HPV que infectan la piel y aportar al 
esclarecimiento de su potencial rol en la carcinogénesis cutánea; para ello se abordó 
la genotipificación y la cuantificación de los HPVc en piel sana y lesiones de distinta 
gravedad.  
Se planteó un estudio descriptivo transversal.  Las muestras analizadas fueron: 
a) 200 hisopados de piel sana; b) 332 lesiones de 287 pacientes sin epidermiodisplasia 
verruciforme (EV) que incluyeron: Lesiones Benignas (LB) (n=38), Queratosis Actínicas 
(QA) (n=94), CCE (n=85) y CCB (n=115), c) 5 lesiones de 3 pacientes con EV que 
incluyeron: LB(n=1) y CCE (n=4); d) 104 lesiones de 30 pacientes trasplantados renales 
(TR) que incluyeron: LB (n=3),  QA (n=30), CCE (n=55) y CCB (n= 16).  Para cada 
participante, se completó una ficha epidemiológica y se les solicitó la firma del 
consentimiento informado.  La integridad del ADN se verificó por PCR para el gen de la 
β-globina humana.  La detección y tipificación viral se realizó mediante dos PCR 
genéricas combinadas con hibridación reversa en línea (PCR-RLB), empleando 
oligosondas tipo-específicas que permitieron identificar 35 tipos de HPVc: 5 α-HPV 
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(HPV 2, 3, 7, 10 y 27);  25 β-HPV (HPV 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 
36, 37, 38, 47, 49, 75, 76, 80, 92, 93 y 96) y 5 ɣ-HPV (HPV 4, 48, 50, 60 y 65).   Se llevó a 
cabo la determinación de la carga viral por PCR en tiempo real para 13 tipos de HPVc 
(HPV 5, 8, 9, 12, 15, 20, 23, 24, 25, 36, 38, 47 y 80).  
La frecuencia de HPVc fue: a) en piel sana: 87,1% (149/171); b) en los pacientes 
sin EV: 50% (19/38) en las LB, 43,4% (36/83) en las QA, 31,1% (23/74) en las CCE y 
16,7% (16/96) en las CCB; c) en los pacientes con EV: 100% (5/5);y d) en los pacientes 
TR: 66,7% (2/3) en las LB,  80% (20/25) en las QA, 55,1% (27/49) en las CCE y 58,3% 
(7/12) en las CCB.  Al menos un β-HPV fue detectado en la mayoría de las QA y CCNM, 
tanto en pacientes trasplantados como no trasplantados. Los tres tipos más 
frecuentemente detectados  fueron los HPV 8, 17 y 20 en ambas poblaciones; no se 
encontró asociación estadísticamente significativa entre ninguno de ellos con los 
grupos de lesiones evaluados.  Las infecciones múltiples (con dos o más tipos) fueron 
muy frecuentes.  
La cuantificación de los HPVc en hisopados de piel sana mostró mayoritariamente 
(49,6%) valores menores a 10 copias/célula.  En las dos muestras analizadas de 
pacientes con EV se observó un valor alto de carga para HPV5 (101-500 copias/célula) 
en el CCE y menor a 10 copias/célula en la LB.   En los pacientes sin EV, se analizaron 
35 lesiones: QA(n=25); CCE (n=6); CCB (n=3); LB (n=1), siendo los valores de carga viral 
menores a 10 copias/célula.  En los TR, se analizaron 13 muestras: QA (n=5); CCE 
(n=6); CCB (n=2); solo en 2 CCE se observaron valores altos de carga para HPV8 (101-
500copias/célula). 
La estrategia de PCR-RLB aplicada en la genotipificación demostró ser muy útil 
para detectar en forma rápida, sensible y específica un amplio espectro de  tipos de 
HPVc, en un único ensayo.  Asimismo, evidenció un muy buen desempeño para 
muestras en fresco (células o tejidos), así como también para tacos de biopsia.  En la 
piel sana se observó un amplio espectro de tipos virales  de los 3 géneros (α-β y γ-
HPV).  Sin embargo, en las lesiones, el espectro de genotipos encontrado se fue 
acotando, y a medida que aumentó la gravedad de las mismas, comenzaron a 
predominar los β-HPV, con una tendencia creciente en la proporción de HPV5 y/o 
HPV8 en los CCNM.  Esto suma evidencia epidemiológica a favor del rol de estos virus 
en la carcinogénesis cutánea.  
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Este estudio aportó los primeros datos de cuantificación de HPVc en nuestro país 
y en la región; si bien los valores de carga viral obtenidos no fueron concluyentes, se 
resalta la necesidad de seguir profundizando en este tema, ya que la asociación entre 
la carga viral y CCNM no ha sido suficientemente evaluada. 
El desarrollo de esta tesis aportó como valor adicional, la conformación del primer 
grupo multicéntrico y multidisciplinario enfocado en el tema; asimismo, en el marco 
de las actividades como Laboratorio Nacional y Regional de Referencia de HPV, el 
exhaustivo trabajo de implementación de nuevas técnicas, podrá ser transferido a 
otros laboratorios del país y de la región. 
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2. ANTECEDENTES 
 
 
2.1.  Breve reseña histórica sobre los papilomavirus y su asociación con el cáncer en 
humanos. 
 Las infecciones por virus papiloma humano (HPV) han sido referidas  por  los 
antiguos griegos y romanos, en especial en su forma clínica más característica 
representada por las verrugas.  Sin embargo, la transmisión de las verrugas de un 
individuo a otro fue sugerida a finales del siglo XIX, y su etiología viral recién se 
demostró en la primera parte del siglo XX (Ciuffo y col., 1907; Serra, 1924).  
 El interés en el estudio de los HPV fue atravesando distintas etapas a lo largo del 
siglo XX.  Aunque no reconocida en ese momento, la historia  entre la infección con 
HPV y el cáncer se remonta al año 1922, cuando Felix Lewandowsky y Williams Lutz, 
describieron una patología muy infrecuente, conocida como epidermodisplasia 
verruciforme (EV) (Lewansdosky y Lutz. 1922); décadas más tarde, el grupo de Gérard 
Orth en el Instituto Pasteur de París reportó la primera evidencia de la participación 
del HPV en el cáncer de piel en estos pacientes (Majewski  y Jablonska, 1991). 
 Entre los años ´50 y ´60, los HPV fueron estudiados de manera limitada; sin 
embargo, se avanzó considerablemente en el conocimiento de su replicación y 
maduración al demostrarse que estaban condicionadas por el proceso de 
diferenciación de las células epiteliales escamosas, lo cual explicaba la imposibilidad 
de propagarlos en cultivos celulares convencionales (Moore y col. 1959; Noyes 1959). 
 A partir de 1970, con el advenimiento de las técnicas de ingeniería genética, 
entre ellas el clonado, las investigaciones fueron impulsadas y se alcanzaron notables 
logros.  El análisis de los ADN virales permitió el reconocimiento de varios tipos de 
HPV; así, se identificaron virus causantes de verrugas cutáneas (Gissmann y col., 1977; 
Orth y col., 1977) y tipos de HPV asociados con las lesiones de la piel en pacientes con 
EV (Orth y col., 1978a).  Por otro lado, fueron aislados los tipos asociados con las 
verrugas genitales (Gissmann y zur Hausen, 1980; Orth y col., 1978b) y de biopsias de 
cáncer cervical (Durst y col., 1983).  Estos hallazgos, pusieron en evidencia la 
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existencia de un gran número de genotipos de HPV, como ha sido confirmado en los 
años posteriores. 
 Hacia fines de los ´70 y principios de los ´80, se reconoció la importancia clínica 
de estos virus; en particular, se fue fortaleciendo la sospecha de una asociación 
etiológica entre ciertos genotipos de HPV y el cáncer de cuello de útero  (zur Hausen, 
1976; Gisssman y zur Hausen, 1980).  Numerosas evidencias a favor de esta relación 
causal se fueron sumando los siguientes años, entre las que se destacan las aportadas 
por Harald zur Hausen (Instituto Alemán de Investigación sobre Cáncer), que lo 
hicieron merecedor del Premio Nobel en Medicina en el año 2008.      
En 1995, la Agencia Internacional de Investigación sobre Cáncer (del inglés, 
International Agency for Research in Cancer (IARC), perteneciente a la Organización 
Mundial de la Salud (OMS), en una monografía elaborada por expertos sobre la base 
de la evidencia existente, determinó que ciertos tipos de HPV mucosotrópicos 
caracterizados como ¨de alto riesgo oncogénico¨ son la causa principal del cáncer de 
cuello uterino (IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Riscks to 
Human, 1995).  Esto marcó un hito, señalando a la infección por HPV como condición 
necesaria para la génesis del tumor, abriendo la posibilidad del desarrollo de vacunas 
y sistemas de tamizaje virológico; asimismo, despertó el interés de la comunidad 
científica para investigar la posible asociación de estos virus con cáncer en epitelios de 
localización extracervical, e incluso extra genital, como la piel. 
 
 
2.2  El  Agente: Virus Papiloma      
2.2.1 Estructura viral  
Los virus papiloma (PV) son virus pequeños, sin envoltura, de aproximadamente 
de 55 nm de diámetro (Figura 1).  
El virión consta de una cápside icosaédrica compuesta por 72 capsómetros, que 
contiene un ADN doble cadena circular covalentemente cerrada de aproximadamente 
8.000 pb asociado a histonas y sólo una de las cadenas es transcripta activamente 
(Fields Virology, 2007).  
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Figura 1.  Microfotografía de la partícula viral 
 
                               
                                              (Microfotografía Instituto  Malbrán) 
 
 
2.2.2  Organización genómica 
El genoma  se organiza en las siguientes  regiones (Figura 2):  
 
•  Región Temprana o E (del inglés, Early): representa el 45% del genoma viral y  
está constituida por los genes E1, E2, E3, E4, E5, E6 y E7 que codifican proteínas 
principalmente implicadas en la replicación y transformación celular y que se expresan 
en los primeros estadios de la infección viral.  
El gen E5 no se encuentra presente en la mayoría de los HPV cutáneos 
pertenecientes al género beta y gamma (Figura 2).  Si bien la proteína E5 juega un rol 
importante en la fase productiva del ciclo replicativo viral, todavía no está claro qué 
consecuencias tiene esta delección en el comportamiento biológico de estos virus (de 
Villers y col., 2004; Accardi y col., 2014).  
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Figura 2.  Representación esquemática de la organización genómica de los HPV del género 
alfa, mu y beta 
 Se puede observar que los HPV  de los diferentes géneros, si bien muestran una similitud en 
cuanto a la organización genómica, el tamaño y la posición de los principales marcos de 
lectura abiertos pueden variar. 
 
                                                                                             (Adaptado de Doorbar y col.,  2015). 
 
 
En la tabla 1 se detallan los genes y las funciones de las proteínas codificadas y 
del LCR (del inglés, Long Control Region). 
 
• Región Tardía o L (del inglés, Late): comprende alrededor del 40% del genoma 
viral e incluye dos genes: gen L1 que codifica la principal proteína de la cápside, 
y gen L2: que codifica la proteína menor de la cápside; ambos se expresan en la 
etapa final de la infección.  El gen L1, se encuentra altamente conservado en 
los PV de las distintas especies.   
 
• La región larga de control o LCR: también denominada región regulatoria URR 
(del inglés, Upstream Regulatory Region) representa el 15% del genoma, no 
codifica proteínas y está relacionada con la regulación de la transcripción, la 
virulencia y el potencial oncogénico; contiene el origen de la replicación viral 
(Syrjänen y Syrjänen 1999). 
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Tabla 1.  Funciones de las proteínas de HPV y de la región no codificante (LCR) 
ORF Función proteica 
E1  Replicación viral.  
E2  Replicación, segregación de los episomas virales y regulación de la 
transcripción.  
E4  Se une a los filamentos de citoqueratinas  alterando la estructura 
celular. Relacionada con la maduración del virus.  
E5, E6, E7  Proteínas requeridas para la replicación viral in vivo. Proteínas 
transformantes.  
L1  Proteína estructural, constituyente mayor de la cápside.  
L2  Proteína estructural, constituyente menor de la cápside.  
Región no codificante  
LCR  Origen de replicación (Ori), sitios de unión a proteínas reguladoras 
de la transcripción y sitios de iniciación de la transcripción.  
        ORF: marco de lectura abierto (del inglés, Open Reading Frame) 
 
 
2.3 Taxonomía 
 
Los  PV son un grupo heterogéneo de virus y han sido aislados de una gran 
variedad de mamíferos,  aves,  etc.  Se nombran de acuerdo al hospedador que 
infectan; así, el HPV (del inglés, human papiloma virus), es el virus que infecta al 
humano, el BPV (del inglés, bovine papiloma virus), es el virus que infecta al bovino, 
etc.  
A partir del año 2004, el Comité Internacional de Taxonomía de Virus (del inglés, 
International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) reconoció formalmente a la 
familia Papillomaviridae y se propuso una nueva clasificación de los PV en base a la 
identidad nucleotídica del gen que codifica la proteína mayor del cápside L1 (ORF L1).  
Esta familia está compuesta por géneros (nombrados con letras griegas), especies 
(nombradas con números arábigos), tipos (nombradas con números arábigos), 
subtipos (nombrados con letras minúsculas) y variantes.  Se agrupan en un árbol 
filogenético, en 16 géneros (Figura 3) (de Villers y col., 2004; Bernard y col., 2010). 
Cada nuevo tipo viral se nombra con números correlativos siguiendo el orden 
cronológico de acuerdo al momento de su identificación. El criterio que se considera 
es el siguiente: 
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- Un nuevo tipo viral es aquel que presenta una secuencia nucleotídica que  
difiere en más de un 10% en la región L1 con respecto a tipos pre-
establecidos. 
- Un subtipo es aquel cuya secuencia nucleotídica difiere entre 2-10% en la 
región L1. 
- Una variante intratipica, es aquella cuya secuencia nucleotídica presenta 
variaciones de hasta un 2%. 
 
En lo que respecta a los HPV, actualmente, existen algo más de 200 tipos 
descriptos y cientos de nuevos candidatos que están siendo estudiados y secuenciados 
(www.hpvcenter.se).  Los distintos tipos virales, están distribuidos en los 5 géneros 
actualmente  definidos  en humanos que se detallan a continuación (Figura 4):  
 
-  Alfa-PV (α-PV): incluye a todos los HPV con tropismo por epitelios mucosos y 
a algunos HPV con tropismo por epitelios cutáneos (HPVc). 
 
- Beta-PV (β-PV): todos los tipos virales de este género son HPVc. 
 
- Gamma-PV (ɣ-PV): todos los tipos virales de este género son HPVc. 
 
- Mu-PV (µ-PV): incluye sólo 2 tipos de HPVc (HPV1 y HPV63). 
  
- Nu-PV (η-PV): incluye un único HPVc (HPV41).  
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Figura 3.  Árbol filogenético de los Papilomavirus 
Se señalan con recuadros rojos los 5 géneros que infectan a humanos.  A modo de ejemplo, se 
indican  con recuadros violetas  algunas de las especies pertenecientes a los diferentes 
géneros y en círculos verdes algunos de los tipos virales más frecuentes que infectan la piel, 
dentro de la especie. 
 
 
 
 
                                                                         (Adaptado de de Villiers y col.,  2004) 
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Figura 4. Clasificación de los diferentes tipos de HPV de acuerdo a la secuencia nucleotídica 
del gen L1 
 §: Corresponde a  números provisorios, esperando las recomendaciones del Comité 
Internacional   de Taxonomía de virus  (ICTV).   Ø: HPV203 ( γHPV) y HPV204 (µHPV),  la 
designación de la  especie todavía no fue realizada. 
 
 
                                                                                                           (Modificado de Burd, 2016) 
 
 
2.4 Ciclo de vida viral  
Los PV son específicos de especie y poseen tropismo muy definido por células 
epiteliales escamosas. Su ciclo de vida está estrechamente ligado al programa de 
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diferenciación de la célula hospedadora infectada, por lo que la expresión de altos 
niveles de proteínas virales y el ensamblaje de los viriones ocurre exclusivamente en 
las capas superiores del epitelio. Este proceso puede describirse en cinco fases: 
 
• Infección de la célula hospedadora 
 Esta fase requiere que las partículas virales accedan al estrato basal del epitelio y 
probablemente a una célula madre epitelial; esto se lograría a través de 
microabrasiones o heridas.  En el caso de los HPVc, el folículo piloso parece tener un 
rol relevante (Figura 5).  
 
 
 
Figura 5.  Representación esquemática del folículo piloso, considerado como el reservorio 
natural de los HPV cutáneos 
El virus está presente en los folículos pilosos de los diferentes sitios del cuerpo, tales como 
cuero cabelludo, cejas, brazo, tronco, piernas y región púbica, etc. 
 
 
 
                                                       (Adaptado  de Quint y col., 2015) 
 
 
 
 
 La figura 6 esquematiza el proceso de internalización propuesto para los HPV.  
La mayoría de las investigaciones, coinciden en que estos virus se pueden unir al  
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heparán-sulfato de la superficie celular por interacción con el extremo carboxi-
terminal de la proteína L1 (Joyce y col., 1999; Bousarghin y col., 2003a). Este anclaje  
inicial, induce un cambio conformacional en la cápside que expone el extremo amino-
terminal de la proteína L2, que contiene una secuencia consenso que es escindida por  
furina (una pro-proteína convertasa).  Esta escisión por furina es necesaria para la 
unión y entrada del virus a la célula, ya que lleva a la liberación del heparán-sulfato y 
posterior asociación con un receptor secundario (Schiller y col., 2010). 
Ha sido demostrado que este proceso de infección celular es notablemente 
lento,  tanto in vivo como in vitro en células cultivadas; requiere entre 12-24 hs para el 
inicio de la transcripción.  Esto permite una exposición antigénica prolongada mientras 
los viriones se encuentran sobre la membrana basal y superficie de las células, lo que 
podría explicar en parte, la elevada eficacia de las vacunas que inducen anticuerpos 
neutralizantes (Schiller y col., 2010). 
La internalización del virus se produce por endocitosis. Se han reconocido dos 
sistemas: la vía dependiente de clatrina, utilizada por los HPV tipos 16 y 18; y la 
endocitosis mediada por caveolas, utilizada por el HPV31 (Kirchhausen y col., 2000; 
Bousarghin y col., 2003b).   La cápside viral experimenta una degradación en el 
citoplasma celular, originándose capsómeros y monómeros que son trasportados al 
núcleo junto a pequeños fragmentos de ADN viral a través de poros nucleares.  Con 
ello, el genoma viral y las proteínas de la cápside participan en los procesos de 
transcripción génica, replicación del ADN y maduración de viriones.  Tras la entrada 
del ADN viral al núcleo celular, los eventos siguientes se pueden dividir en dos etapas: 
una productiva y otra no productiva (Schiller y col., 2010).   
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Figura 6.  Proceso de internalización 
A) El virión se fija al heparán-sulfato sobre la membrana basal expuesta. B) Esto induce 
cambios conformacionales, dejando expuesto un sitio de L2 susceptible al corte por acción de 
la convertasa (furina o la proteína convertasa PC 5/6). C) Después de la ruptura de L2, una 
región previamente no expuesta de L1 se une a un receptor secundario no identificado 
ubicado sobre el epitelio. 
                                                                                                                    
                                                                                 (Extraído de Schiller  y col., 2010)  
 
 
• Mantenimiento del genoma 
El genoma del virus se establece como elemento extra-cromosómico (episoma) y  
llega hasta 50-100 copias por célula infectada en los estratos basal y parabasal.  El HPV 
utiliza la maquinaria replicativa de la célula hospedadora para la replicación y 
mantenimiento de su genoma.   
Durante la división celular, una de las células hijas permanece en el estrato basal 
del epitelio, mientras que la otra inicia un proceso de diferenciación en la parte 
superior del epitelio.  El mantenimiento del genoma viral depende de la función y de 
los niveles de expresión de dos proteínas, E1 y E2. Estas se expresan a fin de mantener 
el ADN viral como un episoma (Wilson y col., 2002) y facilitar la segregación correcta 
de genomas durante la división celular (You y col.,  2004).  
La Figura 7 esquematiza el ciclo de vida del HPV junto con la diferenciación 
normal del epitelio.  
 
• Fase proliferativa 
En el epitelio no infectado, las células basales migran a los estratos supra basales 
y salen del ciclo celular a fin de alcanzar una diferenciación completa.  Sin embargo, 
cuando las células infectadas entran al estatus de diferenciación, salen del ciclo celular 
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e inician un aumento masivo de genes virales (aproximadamente 1.000 copias por 
célula), con abundante expresión de los genes tempranos E6 y E7 y la expresión de 
genes tardíos, entrando en la etapa productiva del ciclo de vida viral (Longworth y col., 
2004). 
 La infección productiva se manifiesta morfológicamente por la aparición de 
signos citopáticos característicos del HPV (coilocitosis, hiperplasia, acantosis, 
disqueratosis, etc) y clínicamente con el desarrollo de las lesiones proliferativas. 
 
• Amplificación genómica 
El HPV codifica sólo las proteínas E1 y E2, que interfieren en la transcripción y la 
replicación del genoma viral; fuera de ello, es totalmente dependiente de la 
maquinaria de síntesis del ADN celular.  El problema para estos virus es que las ADN-
polimerasas celulares y los factores de replicación sólo se producen en células con 
mitosis activa.  Es por ello que los virus codifican proteínas que reactivan la síntesis de 
ADN en células que se hallan fuera del ciclo celular, inhiben la apoptosis y retardan el 
programa de diferenciación de la célula infectada, creando un ambiente permisivo 
para la replicación del ADN viral (Wentzensen  y col., 2004). 
Uno de los principales oncogenes virales involucrados es E7, que interviene en la 
iniciación de la síntesis de ADN como resultado de la transición de la fase G1/S del 
ciclo celular.  Paradójicamente, la activación inapropiada del ciclo celular y la 
proliferación celular activan la apoptosis.  El oncogén viral E6 evita la apoptosis en las 
células infectadas. De esta forma, ambos genes poseen funciones complementarias 
para la replicación viral, E7 promueve la replicación del ADN y el crecimiento celular; 
mientras que E6 inhibe la apoptosis, prolongando la supervivencia de las células.  
 
• Síntesis y liberación de partículas virales 
El HPV codifica dos proteínas estructurales que se expresan en las capas 
superiores del tejido infectado cuando la amplificación del genoma se ha completado 
(Ozbun y col., 1998).  Las proteínas estructurales L2 (proteína menor de la cápside) y 
L1 (proteína mayor de la cápside) se producen en células con mayor expresión de E4, 
permitiendo el ensamblaje de cápside viral y empaquetamiento del genoma en las 
capas superiores del epitelio (Doorbar y col., 1997).  El ensamblaje de los viriones 
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tiene lugar en el núcleo, liberándose cuando se descaman las células muertas del 
epitelio, de manera que el ciclo de vida viral continúa. Estos virus no producen lisis 
celular y son liberados al exterior cuando las células infectadas alcanzan la superficie 
del epitelio.  
 
Figura 7.  Diferenciación normal del epitelio y ciclo de vida del HPV 
Los HPV infectan células de la capa basal del epitelio. Las células de los diferentes estratos 
expresan un patrón de citoqueratinas (CQ) característico que las diferencia (panel central). A 
la derecha, se puede observar la actividad viral durante una infección productiva. El genoma 
viral se mantiene en forma ADN episomal en el núcleo de las células infectadas. El ciclo de vida 
está estrictamente controlado por el proceso de diferenciación celular. 
 
 
                                                                                        (Adaptado de Fields Virology, 2007) 
 
 
2.5 Historia natural de la infección por HPV cutáneos 
La historia natural de los HPVc  es en gran parte desconocida; existe evidencia 
de que estos virus colonizan la piel desde los primeros días de vida, a través del 
contacto directo con personas infectadas y se sabe que su prevalencia se incrementa 
con la edad (de Koning  y col., 2009).  
Diferentes estudios han demostrado la presencia de ADN de HPVc en el 45%  de 
los hisopados de piel tomados en recién nacidos (Antonsson y col., 2003a; de Koning y 
col., 2009), y más del 75% de los tipos virales identificados en bebés también fueron 
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detectados en sus padres, sugiriendo la transmisión intra-familiar (Weissenborn y col., 
2009).   
Algunos trabajos han observado que los β-HPV y los ɣ-HPV pueden persistir al 
menos 6 meses;  incluso entre cónyuges, los tipos virales persistentes en uno de ellos, 
se detectaban esporádicamente en el otro, sugiriendo así susceptibilidades tipo-
específicas diferenciales en los distintos individuos (Pfister, 2003; de Koning y col., 
2009;  Weissenborn y col., 2009)   
La historia natural de anticuerpos contra los tipos de HPVc no está aclarada.  A 
pesar de la exposición desde edad muy temprana, la presencia de anticuerpos contra 
la proteína L1 de los β-HPV,  es muy rara en niños, aunque aumenta con la edad 
alcanzando una prevalencia del 35-70% en adultos (Michael y col., 2008; Plasmeijer y 
col., 2010).  Al igual que los HPV que infectan las mucosas, sólo la mitad de las 
personas desarrollan una respuesta inmune contra los HPVc (Dillner, 1999).  Esto 
podría explicarse por el ciclo de vida viral que transcurre sólo en el epitelio; como ya 
mencionamos, los HPV se replican en los queratinocitos que se renuevan 
continuamente, afectando así la capacidad del sistema inmune para responder a la 
infección y también a una replicación viral pobre, que se refleja en un número muy 
bajo de copias de ADN viral (Pfister, 2003; Stanley y col., 2009). 
 
2.6. Patogenia de la infección por HPV 
Los HPV infectan epitelios de diversos sitios anatómicos. Es probable que esta 
variedad de localización reflejen diferencias en las funciones de los genes virales, en 
los patrones de expresión génica y en la regulación del epitelio en diferentes sitios del 
cuerpo (Egawa y col., 2015). 
De los cerca de 200 tipos de HPV descriptos hasta ahora, el 25% está asociado a 
infecciones de mucosas (HPV mucosotrópicos) y el 75% restante fue identificado en 
epitelios cutáneos (HPV cutaneotrópicos)  causando lesiones benignas, premalignas  y 
malignas (Figura 4). 
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2.6.1  HPV mucosotrópicos 
Comprenden alrededor de 40 tipos (Muñoz y col., 2003) y se encuentran dentro 
del género α. Han sido clasificados en dos grupos de acuerdo a su potencial 
oncogénico: 
a- los de alto riesgo oncogénico (HPV tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 
59, 68, 73 y 82), que mediante una infección persistente pueden conducir  al 
cáncer. Esto fue demostrado en particular para el cáncer de cuello uterino (zur 
Hausen,  2002; Muñoz y col.,  2003).  
b- los  bajo riesgo oncogénico (HPV tipos 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, 84 
y CP6108) que inducen la formación de verrugas y otras lesiones genitales 
benignas; están excepcionalmente asociados con malignidad (Muñoz y col. 
2003).  
Las infecciones de las mucosas no serán tratadas en esta tesis. 
 
2.6.2  HPV cutaneotrópicos 
Estos virus han sido asociados a  una gran variedad de  lesiones  de la piel que se 
detallan a continuación:  
• Verrugas cutáneas 
Son lesiones benignas que comprenden diversas formas, entre las que pueden 
citarse: las verrugas comunes, que se presentan como múltiples nódulos exofíticos, 
irregulares, rugosos, y aparecen en diferentes sitios del organismo, generalmente en 
la espalda, en las manos, siendo los codos o las rodillas los sitios de presentación más 
comunes en los niños; las verrugas plantares, que se encuentran en las plantas de los 
pies, y crecen hacia adentro, generalmente causando dolor y las verrugas planas, que 
se presentan como pápulas aplanadas de color carne o ligeramente pigmentadas; 
siendo la cara y el dorso de las manos el sitio anatómico más común de presentación 
(Figura 8). 
Algunos tipos virales  están más frecuentemente asociados a ciertas verrugas;  
por ejemplo, los HPV tipos 1(u), 2(α), 4(γ), 27(α), 57(α) y el 65(γ)  son los agentes 
etiológicos de las verrugas comunes y plantares; el HPV7 (α) se vincula con las 
verrugas de las manos en los carniceros y personas que trabajan con la carne,  
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mientras que los HPV tipos 3 (α), 10 (α), 27 (α) y 14(β)  se encuentran a menudo en 
verrugas planas (Doorbar y col., 2015).    
 
 
Figura 8. Imágenes de verrugas comunes 
a. Verrugas  comunes en las manos. b. Verruga plantar. c. Verrugas planas en el  cuello 
 
 
                                                                                         (Adaptado de Cubie, 2013) 
 
 
• Queratosis actínica (QA): 
También conocida como queratosis solar, es una lesión generalmente pequeña, 
escamosa, eritematosa, que aparece principalmente en zonas de la piel expuestas a la 
radiación UV, como cara, orejas, cuero cabelludo, manos y antebrazos (Figura 9). 
Si bien  la mayoría de las QA remiten o permanecen sin cambios durante 
muchos años, entre un 8-20%, dependiendo de la variedad histológica, puede 
evolucionar a carcinoma de células escamosas (CCE) si no son tratados 
oportunamente; por esta razón son consideradas lesiones preneoplásicas (Roewert-
Huber y col.,  2007). 
 
 
Figura 9.  Imágenes de lesiones de queratosis actínicas. 
a. En el cuero cabelludo. b. En la nariz . 
 
                                    (Adaptado de Weedon´s Human Dermopathology, 2010) 
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• Queratoacantoma (QAc)   
Se trata de un tumor epitelial benigno de crecimiento rápido y resolución 
habitualmente espontánea.  Existe una tendencia a considerarlo como una variante 
del CCE, aunque esto carece de fundamento desde el punto de vista morfólogico. Sin 
embargo, en pacientes trasplantados, esta entidad clínica cobra mayor relevancia ya 
que presenta un riesgo más elevado de malignización (Figura 10) (Shamanin y col.,  
1996). 
 
 
Figura 10.  Imágenes de lesiones de queratoacantomas 
a) en la cabeza de un paciente inmunocompetente y  b) en la cabeza de un paciente 
trasplantado renal. 
 
 
                    (Adaptado de  Weedon´s Human Dermopathology, 2010) 
 
 
• Epidermodisplasia verruciforme (EV) 
Es una enfermedad sumamente infrecuente, descripta por primera vez en el año 
1922 (Lewandowsky and Lutz, 1922).   
Los pacientes con esta patología presentan una susceptibilidad genética a la 
infección con ciertos tipos de HPVc, particularmente del género β; por este motivo, 
estos virus fueron conocidos entonces como EV-HPV e incluyen los HPV tipos: 5, 8, 9, 
12, 14, 15, 17, 19 al 25, entre otros (Pfister, 2003).  Producen lesiones del tipo de la 
pitiriasis versicolor o verrugas planas que en el 30-50% de los casos y usualmente en 
zonas fotoexpuestas, progresan a CCE durante la cuarta o quinta década de vida (Orth, 
1986, 1978a; Majewski y Jablonska, 1991) (Figura 11).  En estas neoplasias, el ADN 
viral se encuentra extracromosómico y además se ha observado también una activa 
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expresión de ARNm virales, indicando actividad viral dentro de la célula tumoral 
(Pfister y Tetchegger, 1997).  
Actualmente, se postula que la EV resulta de la combinación de la infección por 
HPVc y la presencia de una mutación en los genes celulares TMC6/EVER1 o 
TMC8/EVER2 (Ramoz y col 2002), aunque hasta el momento no está totalmente 
aclarada la patogénesis de la enfermedad (Burger y col., 2015).   
En el año 2007, la IARC clasificó a los HPV5 y HPV8 como "posiblemente 
carcinogénicos” (Grupo 2B) en pacientes con EV (Bouvard y col., 2009); sin embargo, 
el rol de estos virus en la población general no es bien conocido. 
 
Figura 11. Imágenes de lesiones de epidermodisplasia verruciforme 
a. Lesiones tipo pitiriasis  en la espalda. b. Placas verrugosas hiperqueratósicas en las manos.   
 
 
                                                                      (Adaptado de Quint y col., 2015) 
 
 
• Cáncer Cutáneo No Melanoma (CCNM)   
El CCNM  incluye  principalmente dos entidades: el CCE y el carcinoma de células 
basales (CCB), representando ambos los cánceres más frecuentes a nivel mundial en la 
población caucásica  (Lucas  y col., 2006). 
El  CCE  es un tumor maligno originado en los queratinocitos de la epidermis con 
capacidad de producir metástasis en los ganglios regionales o a distancia. La mayoría 
de ellos, se originan  en  lesiones precancerosas, como la QA (Figura 12).  
 El principal factor de riesgo es la exposición solar crónica, aunque también se lo 
relaciona con la exposición a carcinógenos químicos como el arsénico y el alquitrán, y 
los procesos inflamatorios crónicos.  En los últimos años ha aumentado la sospecha de 
su vinculación con la infección por ciertos genotipos de HPVc. 
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 El CCB se origina en las células madre indiferenciadas de la capa basal 
epidérmica y los folículos pilocebáceos.  Es el tumor maligno más frecuente en la raza 
blanca, menos agresivo que el CCE ya que sólo en forma muy excepcional produce 
metástasis. Al igual que en el CCE, el principal factor etiológico es la exposición solar.  
En la población inmunocompetente, el CCNM se presenta frecuentemente en 
personas de edad avanzada, con piel poco pigmentada (fototipos cutáneos I, II, y III de 
acuerdo a la clasificación de Fitzpatrick) (Tabla 2) (OMS, 2003), en general en áreas del 
cuerpo expuestas a la radiación UV. 
 
Tabla 2. Clasificación de tipos de piel 
 
Fototipo cutáneo Se quema tras la 
exposición al sol 
Se broncea tras la 
exposición al sol 
I 
Deficiente en melanina 
Siempre  Raramente 
II Habitualmente  Algunas veces 
III 
Con melanina suficiente 
Algunas veces Habitualmente 
IV Raramente Siempre 
V Con protección melánica Piel morena natural 
VI  Piel negra natural 
                                                                                  (adaptado de guía práctica, OMS, 2003) 
 
 El CCNM es una de las neoplasias malignas más comunes en poblaciones 
caucásicas, representando un tercio de las neoplasias en el mundo; actualmente en 
EE.UU son diagnosticados 15-35 casos por 100.000 habitantes y se estima un 
incremento del 2-4% por año (Burton y col., 2016). En la población inmunosuprimida, 
como es el caso de los individuos trasplantados, las neoplasias cutáneas representan 
una de las mayores complicaciones.  El aumento en el número de trasplantes, la 
existencia de drogas  inmunosupresoras cada vez más eficaces,  y la mayor sobrevida 
de los pacientes hace que el número de individuos con riesgo de desarrollar esta 
patología muestre una tendencia creciente.  
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En las últimas décadas ha habido un aumento en la ablación e implante de 
órganos a nivel mundial, reflejada también en nuestro país, que mantiene una 
posición de vanguardia en la región (página web 1).  En relación a los trasplantes 
renales, en Argentina el Instituto Nacional Único Coordinador de Ablación e Implante 
(INCUCAI) a través de su memoria 2015, reportó 1.155 trasplantes de riñón, lo que 
pone en evidencia su enorme impacto en la salud (página web 2). 
 Los CCNM que se desarrollan post trasplante se presentan con una incidencia 
mayor (entre 65-100 veces) y más agresivos que en la población general.  El CCE es la 
neoplasia  más común  en trasplantados, mientras que el CCB es el más frecuente en 
la población general (Pfister, 2003; Nindl y col., 2008; Chockalingam y col., 2015; 
Sinnya y col., 2015).   Se estima que dentro de los 15 años post trasplante, más del 
40% de los trasplantados renales podrían desarrollar un CCNM; en línea con esto, 
datos publicados indican una incidencia acumulada de desarrollo de CCE en 
trasplantados renales de 10-24-54 y 73% a los 5-10-20 y 30 años post trasplante 
(Bouwes Bavinck y col., 1997; Harwood et al., 2000).  Esto confirma la significativa 
carga de estas neoplasias en la población general, que es aún mayor en los 
trasplantados.  
 
 
Figura 12.  Imágenes de cáncer cutáneo no melanoma en pacientes trasplantados 
A . CCE en la mano.  B. CCE metastásico en la cabeza.  
 
 
                                                                 (Adaptado de Berg y Otley, 2002) 
 
 
2.7  Epidemiología de la infección por HPV en piel. 
La información disponible sobre los HPVc ha aumentado en los últimos años 
debido principalmente a los avances en los métodos moleculares para su 
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identificación y al creciente interés de la comunidad médica y científica; sin embargo, 
el conocimiento es aún limitado.  
En los distintos trabajos epidemiológicos publicados hasta el momento, se ha 
reportado un amplio espectro de prevalencias de genotipos, debido probablemente a 
la diversidad de estrategias de PCR usadas para detectar los distintos géneros y tipos 
de HPV, así como también a la variedad de materiales usados (tejido fresco, tacos 
fijados y embebidos en parafina, pelos arrancados, hisopados, etc.) (Berkhout y col., 
1995; Forslund y col., 1999, 2003b; Brink y col., 2005; de Koning y col., 2006; Nindl y 
col., 2007b; Chouhy y col., 2010).   
En la piel sana, tanto de individuos inmunocompetentes como 
inmunosuprimidos, la frecuencia informada  del ADN de  HPVc fue superior al 60%, 
observándose en la mayoría de los casos una gran variedad de tipos tanto del  género 
β como ɣ, lo que ha llevado a diferentes autores a proponer su carácter de comensal 
(Forslund y col., 1999; Berkhout y col., 2000; Antonsson y col, 2000; 2003;  de Koning y 
col., 2009; Chouhy y col., 2010). 
En el 60-90% de las verrugas cutáneas, han sido encontrados los tipos de HPV2, 3, 
10, 27 y 57 (género α), mientras que el HPV1 (género µ) ha sido detectado en el 30% 
(de Koning y col. 2010; Doorbar y col., 2015). 
En pacientes con EV, los HPV tipos 5 y 8,  han sido hallados en el 90% de los CCE, 
donde el genoma viral persiste usualmente en forma extracromosómica y con un nivel 
de carga viral alto  (entre 100-300 copias/célula) (Pfister,  2003).  
En individuos inmunocompetentes, en QA y CCE se han obtenido  frecuencias de  
β-HPV en un amplio rango (30-90%) (Berkhout y col., 1995; 2000; Shamanin y col., 
1996; Forslund  y col., 1999; 2003; Pfister y col., 2003;  Harwood y col., 2004; Asgari y 
col., 2008; Bouwes Bavinck y col., 2010; Iannacone y col., 2012).  Si bien en la mayoría 
de estudios de casos y controles no se ha observado un tipo viral predominante, se ha 
sugerido que estas lesiones estarían más asociadas a genotipos pertenecientes a las 
especies β-1 y β-2 (Feltkamp y col., 2003; Struijk y col., 2006; Forslund y col., 2007; 
Andersson y col., 2008; Bouwes Bavinck y col., 2010; Proby y col., 2011).   
En los pacientes inmunosuprimidos, especialmente los receptores de trasplante 
de órganos sólidos, se ha visto una mayor ocurrencia de verrugas y lesiones 
preneoplásicas que pueden malignizarse durante la inmunosupresión (Euvrard y col., 
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2003).  Algunos estudios epidemiológicos y seroepidemiológicos han asociado 
específicamente a los β-HPV con el cáncer de piel en pacientes trasplantados, 
detectándose en el 80% de los CCE; también fueron observados numerosos tipos 
virales, tanto en infecciones simples o múltiples (Nindl y col., 2008; de Koning y col., 
2009; Mackintosh y col., 2009; Neale y col., 2013; Bernat Garcia y col., 2013; Borgogna 
y col., 2014; Chockalingam y col., 2015). 
El estudio de la carga de los HPVc en las lesiones de piel ha sido escasamente 
abordado.  Contrariamente a lo observado en las lesiones anogenitales donde niveles 
elevados de la carga de HPV16 estarían asociados a persistencia y a un mayor riesgo 
de desarrollo de lesiones graves (van Duin y col., 2002), en las lesiones de piel el rol de 
la carga de los HPVc en el desarrollo de CCNM es aún desconocido.   
Los pocos trabajos llevados a cabo hasta la fecha han encontrado valores bajos 
de carga en los CCNM (menores a una copia/célula); se estima que 1 copia de ADN 
viral está presente en 10 a 1000 células displásicas y que el número de células 
infectadas podría disminuir durante el proceso carcinogénico (Forslund y col., 2003; 
Nindl y col., 2006).  Sin embargo, la observación de cargas virales mayores en lesiones 
de pacientes con EV que en los pacientes que no padecen esta enfermedad, apoyaría 
la hipótesis de que un alto número de células  infectadas con HPVc o un mayor 
número de copias virales por células podría asociarse con un incremento del riesgo  de 
desarrollo de CCNM (Dell’Oste y col., 2009; Neale y col., 2013).  
 
2.8  Carcinogénesis viral.  Efecto de las oncoproteínas virales E6 y E7 
A diferencia de lo observado en la mayoría de las lesiones malignas de la mucosa 
anogenital, donde el genoma viral se encuentra integrado al genoma celular, en las 
lesiones malignas de la piel, si bien han sido mucho menos investigadas, el genoma de 
los HPV no estaría integrado, persistiendo en el núcleo de la célula  en forma  
extracromósomica (Pfister, 2003; Nindl y col.,  2007a).   
Las oncoproteínas virales E6 y E7 de los α-HPV de alto riesgo oncogénico, han 
sido intensamente estudiadas, tanto en modelos in vivo como in vitro.  Para los HPV16 
y HPV18 se ha demostrado que estas proteínas presentan una gran afinidad para 
unirse a las proteínas celulares implicadas en el control de la proliferación celular 
(proteínas supresoras tumorales p53 y pRB, respectivamente);  este es el principal 
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mecanismo que explica la carcinogénesis inducida por los HPV mucosotrópicos.  Está 
establecido que la proteína E6 de los HPV de alto riesgo oncogénico (α-HPV), se une y 
degrada p53 vía una ubiquitínligasa celular (E6AP) (Scheffner y col.,  1993).  
Sin embargo, esta situación no parecería ser la misma para los HPVc que 
probablemente actuarían por un mecanismo diferente.  Se ha demostrado que la E6 
de HPV tipos 5, 8, 20, 22, 38, 76, 92, y 96 inhibe la apoptosis celular vía la degradación 
de la proteína supresora tumoral Bak (Jackson y col., 2000) y E6 de los β-HPV, se une a 
la proteína MAML1 componente del complejo Notch, contribuyendo a la inhibición de 
la diferenciación de los queratinocitos y a la continua proliferación de la célula 
infectada  (Accardi y Gheit,  2014; Quint y col.,  2015).  Por otro lado,  E6 de los HPV 
tipos 5 y 8 induce la degradación de p300, una histona acetil transferasa que está 
implicada en la reparación de daños al ADN ocasionado por la radiación UV (Jackson y 
Storey,  2000; Wallace y col., 2012). 
La proteína  E7 del HPV38 puede unirse y degradar pRB a un nivel similar al que 
lo hace E7 de HPV16 (Caldeira y col., 2003), mientras que E6 y E7 del HPV38 pueden 
aumentar la vida media del queratinocito induciendo actividad de telomerasa y 
desregulando el ciclo celular y los programas de senescencia (Gabet y col., 2008); de 
esta manera se contribuiría al desarrollo de CCE al hacer más susceptible al 
queratinocito a la a la radiación UV (Pfister y col., 2003; Viarisio y col, 2011).  Además 
de su capacidad para desregular el ciclo celular e inhibir la apoptosis, la E7 de HPV8 
desempeñaría un papel en la diferenciación celular en ratones transgénicos (Hufbauer 
y col., 2013).   
La mayoría de los CCE ocurren en aéreas del organismo expuestas a la radiación 
UV; si bien el rol de los HPVc del género β en el desarrollo del CCNM no ha sido 
todavía dilucidado, algunos hallazgos experimentales y epidemiológicos  sugieren un 
rol viral como co-factor de la luz UV en estadios tempranos del proceso de 
transformación de los queratinocitos  (Pfister, 2003; Akgül y col., 2006; Nindl y col., 
2007a). 
 A nivel mundial, pocos grupos han abordado el estudio de la relación entre la 
infección por HPVc y el probable desarrollo de CCNM.   Esto se hace aún más notorio 
en nuestro país y la región, en donde existen muy escasos datos epidemiológicos 
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acerca de la prevalencia de la infección por HPVc en lesiones de la piel tanto en 
individuos inmunocompetentes como trasplantados. 
El marcado aumento de la incidencia del CCNM en la población general y aún 
más en los pacientes trasplantados, tanto en nuestro país como en el mundo, además 
de alertar sobre las fallas en su prevención, enfatiza la necesidad de profundizar la 
investigación sobre posibles cofactores asociados.  En ese sentido, es de suma 
relevancia esclarecer el rol de los HPVc en la carcinogénesis cutánea, ya que de 
confirmarse una asociación etiológica, impactaría fuertemente en el campo de la 
inmunoprevención y el diagnóstico virológico. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 Objetivo general  
 
Estudiar los HPV que infectan la piel y aportar al conocimiento de su rol en la 
carcinogénesis cutánea.  
3.2 Objetivos Particulares 
 
 Implementar las técnicas de biología molecular para la detección y tipificación 
de HPV cutáneos. 
 
 Determinar la frecuencia de los genotipos de HPVc en lesiones cutáneas de 
distinta gravedad y en piel sana de  pacientes inmunocompetentes. 
 
 Determinar la frecuencia de los genotipos de HPVc en lesiones cutáneas de 
distinta gravedad en pacientes trasplantados renales. 
 
 Determinar la carga viral por PCR en tiempo real de los genotipos de HPV5, 
HPV8, HPV9, HPV12, HPV15, HPV20, HPV23, HPV24, HPV25, HPV36,  HPV38, 
HPV47 y HPV80. 
 
 Evaluar el potencial uso clínico de la genotipificación y la carga viral en la 
evolución de las lesiones de piel. 
 
 Evaluar los resultados y la posible asociación entre determinados tipos virales 
con  el desarrollo de CCNM, y correlacionar los hallazgos virológicos con los 
datos clínicos-patológicos y epidemiológicos. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 
4.1  Diseño del estudio,  población  y muestras  
4.1.1  Diseño 
Se planteó un estudio descriptivo transversal para determinar la frecuencia de 
35 tipos de HPV cutáneos: 5 del género alfa: *2(α4), 3(α2), 7(α8) 10 (α2 )y 27(α4)+, 
25 del género beta: *5(β1), 8(β1), 9(β2), 12(β1), 14(β1), 15(β2), 17(β2), 19(β1), 
20(β1), 21(β1), 22(β2), 23(β2), 24(β1), 25(β1), 36(β1), 37(β2), 38(β2), 47(β1), 49(β3), 
75(β3), 76(β3), 80(β2), 92(β4), 93(β1), 96(β5)+ y 5 del género gama: *4(ɣ1), 48(ɣ2), 
50(ɣ3), 60(ɣ4) y 65(ɣ1)+ y la determinación de la carga viral de los siguientes tipos de 
HPV del género beta: 5(β1), 8(β1), 9(β2), 12(β2), 15(β2), 20(β1), 22(β2), 23(β1), 
24(β1), 25(β2), 36(β1), 38(β1), 47(β2) y 80(β2). 
Los pacientes recibieron un examen dermatológico exhaustivo, llevado a cabo 
por médicos dermatólogos.  Todas las muestras de lesiones incluidas en este 
estudio contaron  con su correspondiente diagnóstico histológico, que fue llevado a 
cabo por los patólogos de los Servicios de Anatomía Patológica de los hospitales de 
los cuales provenían las muestras.  En todos los casos, con cada una de las muestras  
se solicitó el llenado de una ficha epidemiológica que se adjunta (Anexo 2).   
 
4.1.2 Comité de ética  
El Comité de Ética en Investigación del Instituto de Genética Médica de la 
ANLIS Malbrán y de los hospitales que participaron en este estudio, revisaron y 
aprobaron previamente el protocolo de este estudio. Las pacientes recibieron 
información esencial sobre el mismo y aquéllos que accedieron a participar 
firmaron el consentimiento informado (Anexo 2) de acuerdo a lo estipulado en el 
documento “Principios Éticos para las Investigaciones Médicas en Seres Humanos”, 
surgido de la Declaración de Helsinki (1964); esto garantizó la confidencialidad y el 
beneficio para las participantes (Código de Nüremberg, Declaración de Helsinki, 
Declaración Universal sobre Bioética y Derechos Humanos).  
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4.1.3  Población y Muestras 
 Se estudiaron:  
 200 muestras de hisopados de piel sana de 200 individuos 
inmunocompetentes con edades comprendidas entre 18-91 años, que 
incluyeron personal del Instituto Malbrán e individuos que asistieron a los 
servicios de Dermatología  de  los hospitales (ver listado abajo). 
 
 337 muestras de biopsias de lesiones benignas: verrugas comunes, planas,  
queratosis seborreicas, queratoacantomas (QAc) y de lesiones de distinto 
grado de severidad: Queratosis Actínica (QA), Carcinoma de Células 
Escamosas (CCE) y Carcinoma de Células Basales (CCB) correspondiente a 3 
pacientes con epidermodisplasia veruciforme (EV) y 287 pacientes sin EV 
con edades comprendidas 59-78 años que asistieron a los servicios de 
Dermatología  de  los hospitales (ver listado abajo). 
 
 104 muestras de biopsias de lesiones de distinto grado de gravedad: LB,   
QA, CCE y CCB, correspondiente a 30 pacientes trasplantados renales (TR), 
con edades comprendidas entre 39-68 años, que asistieron a los Servicios 
de Dermatología  de  los hospitales (ver listado abajo). 
 
A continuación se detallan los centros que participaron en el desarrollo de 
esta tesis: 1 al 6, con el aporte de muestras de lesiones cutáneas, y 7 y 8, mediante 
el trabajo experimental colaborativo:  
 
1- Hospital General de Agudos “Dr. Cosme Argerich”. CABA, Argentina.  
2- Hospital de Infecciosas “Dr. Francisco Muñiz”. CABA, Argentina. 
3- Instituto de Oncologia “Angel Roffo”. CABA, Argentina. 
4- Hospital General de Agudos José María Ramos Mejía. CABA, Argentina. 
5- Hospital Universitario Austral, Pilar, provincia de Buenos Aires 
6- Fundación Favaloro, CABA, Argentina. 
7- VU University Medical Center. Amsterdam, Holanda. 
8- Institut für Virologie. Cologne University. Colonia, Alemania. 
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4.1.4  Muestras 
 
 Hisopados de piel sana de la frente. Los hisopos previamente humedecidos en 
solución fisiológica (ClNa 0.9%) se frotaron sobre la piel de la frente en forma de 
cruz, en un área de aproximadamente 5 x 5 cm2 y luego fueron colocados en un 
tubo conteniendo 1 ml de solución fisiológica y conservados a 4ºC hasta su 
procesamiento. 
   
 Biopsias en fresco. Las biopsias con fuerte sospecha clínica de QA, QAc, CCE, 
CCB, fueron recogidas en alcohol 96º y conservadas a 4ºC hasta su 
procesamiento.  
 
 Cortes histológicos de biopsias fijadas y embebidas en parafina. Se 
recolectaron tacos con diagnóstico histológico de QA, QAc, CCE y CCB. Este 
material se conservó a temperatura ambiente hasta su procesamiento.  
 
La tabla 3 detalla la localización anatómica de las diferentes muestras 
recolectadas. 
 
 
Tabla 3.  Localización anatómica de todas las muestras clínicas incluidas en el estudio 
 
Piel sana y lesiones de pacientes  con y sin EV 
Localización 
Anatómica 
Hisopados 
(n=200) 
LB 
(n=39) 
 
QA 
(n= 94) 
 
CCE 
(n=89) 
 
CCB 
(n=115) 
 
Cabeza y cuello 200 13  46 40  71  
Extremidades - 12 11 16  20  
Tronco y espalda - 10  23 27  17  
Sin  datos - 4  14  6  7 
Lesiones de pacientes trasplantados renales 
Localización 
Anatómica 
 
LB 
(n=3) 
 
QA 
(n=30) 
 
CCE 
(n=55) 
 
CCB  
(n=16) 
 
Cabeza y cuello - - 18  30  9  
Extremidades - 1  6  20  2  
Tronco y espalda - - 1 3  3  
Sin  datos - 2  5  2  2  
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4.2   Parte Experimental 
4.2.1 Procesamiento de muestras 
4.2.1.1 Muestras de controles plasmídicos 
En los análisis virológicos, se usaron como controles los plásmidos 
recombinantes de los diferentes genotipos de HPVc cedidos por los  investigadores 
autores del clonado (Tabla 4).  A partir de los plásmidos recibidos, se procedió a la 
amplificación de los clones. 
 
 Transformación  bacteriana  
Se llevó a cabo la transformación de células competentes de Escherichia coli 
DH5α (One Shot TOP 10 Invitrogen cat n° 404010) por shock térmico para transformar 
eficientemente 1x106 a 5x 109 cfu/g de ADN.  Brevemente, se adicionaron 1-5 l 
(correspondiente a 1-10 ng de ADN plasmídico) conteniendo el inserto a 50 l de 
células DH5α, siguiendo las especificaciones del fabricante.  Posteriormente se 
sembraron 20-200 l de las células transformadas en placas de petri conteniendo agar 
Luria Bertani (Sigma cat nº L3147), con ampicilina (concentración final 100 g/ml) 
(Sigma cat, nº L3522) (Sambrook y Russell, 2001).  Se seleccionó una colonia, se 
sembró en una placa selectiva (ampicilina 100 g/ml y se incubó a 37°C toda la noche.  
Se tomó una ansada y se inoculó en un tubo con 5 ml de medio de cultivo Luria Bertani 
conteniendo 100 g/ml de ampicilina; los cultivos se crecieron a 37°C con agitación, 
durante toda la noche.  Finalmente se cosecharon de 1-5 ml del cultivo (1-2 x 109 
células en medio Luria Bertani) y se procedió a la purificación.  
 
 Purificación y confirmación del ADN plasmídico  
El ADN plasmídico presente en la bacteria fue aislado usando un equipo 
comercial PurelinkTM Qick plasmid Miniprep  (Invitrogen, cat nº K 2100-10) según las 
instrucciones del fabricante.  
 La presencia de cada uno de los plásmidos recombinantes,  fue confirmada 
utilizando la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con cebadores FAP59/64 y 
posterior secuenciación directa (ver más adelante).  Primeramente, el producto 
amplificado de dicha PCR, se corrió en un gel de agarosa de bajo punto de fusión 
(Gibco cat n° 15517-022)  al 2% disuelto en solución salina TBE 1x y teñido con 
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GelRedTM (Biotium, cat nº 41003), usando un marcador de peso molecular de 100 pb  
(Thermo Scientific, cat nº SM0242) y un  marcador de masa (Invitrogen cat. n° 
10068.013).  Se corroboró la presencia de la banda de 480 pb mediante el uso de una 
cámara digital Kodak.  La purificación se llevó a cabo usando el equipo WizardR SVgel 
and PCR clean up System (Promega, cat nº A9281), según las especificaciones del 
fabricante (si la banda observada en el gel era única, se procedió a la purificación a 
partir del tubo de reacción; de lo contrario, se procedió a cortar la banda del tamaño 
esperado  del gel mediante el uso de un bisturí estéril).  Posteriormente se realizó la 
reacción de secuencia (ver más adelante)  
La cuantificación del producto amplificado se realizó por espectrofotometría  a 
260 nm  aplicando la siguiente fórmula:  
Concentración (ng/l)= DO 260 x 1/dilución x 50 ng /DO. 
El cálculo del número de copias de cada uno de los ADN plasmídicos, se realizó 
de la siguiente manera:  
            pmol= g x 106 pg /  1g x pmol / 660 pg x 1 / N  [siendo N=  número de pares 
de bases del plásmido correspondiente + el  tamaño del fragmento insertado (va a 
variar de acuerdo al tipo de HPV] ( www.promega.com).  
Una vez confirmada por secuenciación la presencia de ADN plasmídico de 
interés, se procedió a su congelamiento -20°C y los clones respectivos se conservaron a 
-80°C, sumándose a la colección propia del laboratorio. 
 
4.2.1.2 Muestras clínicas 
 Hisopados de piel sana 
Cada hisopo fue agitado vigorosamente para desprender las células y 
centrifugado a 10.000 rpm durante 5 min.  El pellet celular obtenido se resuspendió en 
200 ul de un tampón de lisis (Tris-CLH, pH=8, 10 mM; Tween-20, 0.45%, Igepal 40, 
0.45%) conteniendo 200 ug/ml de Proteinasa K (Genbiotech, cat. nº PK100).  Se incubó 
1-2 hs en un baño con agitación  a 56ºC, con posterior  inactivación de la enzima por 
calentamiento a 95°C por 10 min.  La extracción y purificación del ADN de HPV se llevó 
a cabo usando un equipo comercial QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen, cat nº 51306), de 
acuerdo a las especificaciones del fabricante; el ADN purificado se mantuvo a -20ºC 
hasta el momento de su procesamiento. 
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 Biopsias en fresco:  
Las muestras de biopsias en fresco fueron recolectadas en un tubo con alcohol 
medicinal (96º) y mantenido a temperatura ambiente hasta su procesamiento.  La 
extracción  del ADN a partir de los tejidos frescos se realizó utilizando un tampón de 
lisis  conteniendo 500 g/ml de proteinasa K, durante  1-2 horas a 56ºC y luego 
calentado 10 min a  95ºC para inactivar la enzima. 
A partir del digesto, el ADN fue purificado usando un equipo comercial,  QIAmp 
DNA Mini Kit, de acuerdo a las especificaciones del fabricante; se mantuvo  a - 20ºC 
hasta el momento de su procesamiento. 
 
 
 Biopsias fijadas y embebidas en parafina:  
A partir de los tacos de biopsias, se realizaron 1-2 cortes gruesos de 10 micras, 
usando un micrótomo (marca Leica).  Los rulos obtenidos, fueron colocados en un tubo 
tipo eppendorff seco y conservados a temperatura ambiente hasta su procesamiento.  
  Debido al riesgo de contaminación entre muestras, se extremaron las 
precauciones respecto a la higiene de la cuchilla; para ello, en el procedimiento de 
cortado de los tacos se tuvo en cuenta: 
a- Realizar la limpieza exhaustiva de la cuchilla del micrótomo empleando un 
limpiador especial  (R-wax, BioPack cat nº 9450.05), luego del corte de cada una de las 
muestras 
b- Cortar un  bloque de parafina puro (sin tejido),  intercalado entre las 
muestras, de manera de ser usado como control negativo de cortado. 
  La desparafinización se llevó a cabo sin solventes, en bloques térmicos 
Accublock Dry Bath (Labnet) a dos temperaturas  diferentes 120°C y 65°C de acuerdo a 
lo descripto por el Laboratorio Global de Referencia de HPV (Centers for Disease 
Control and Prevention, CDC) (Steinau y col., 2011).  La extracción del ADN a partir del 
tejido se realizó con el equipo comercial QIAmp DNA Mini Kit (Qiagen), siguiendo las 
instrucciones del fabricante.  El ADN purificado  se mantuvo a -20ºC hasta el momento 
de su procesamiento.  
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4.2.2 Métodos 
4.2.2.1 Detección y genotipificación de los HPV cutáneos 
Las diferentes estrategias moleculares para la detección y tipificación de los HPVc 
que se usaron  para el desarrollo de esta tesis fueron:   
 
 PCR combinada con Hibridación Reversa en línea (RLB: del inglés: 
Reverse Line Blotting) 
 PCR con cebadores FAP seguido de secuenciación 
 
PCR combinada con Hibridación Reversa en línea (PCR-RLB) 
 La detección de HPV cutáneos se realizó mediante PCR empleando dos sistemas 
de  
cebadores: para los  genotipos del géneros alfa, el sistema GP5+/6+Bio (van den Brule 
y  col., 2002) y para los genotipos  de los géneros beta y gamma el sistema BGC (Brink y 
col., 2005; Nindl y col., 2007b) 
 
Detección de genotipos de HPV del género alfa, mediante el sistema de cebadores 
GP5+/6+Bio: se llevó a  cabo mediante  PCR, utilizando los cebadores consenso 
(GP5+/6+Bio) (Tabla 5),  que amplifican  un fragmento de 150 pb de la región L1, de 
acuerdo al  Manual de Procedimientos elaborado en nuestro laboratorio. 
La mezcla de reacción se realizó en un volumen final de 50 μl conteniendo:  
 0,2 mM de cada dNTP; 4 pmol de cada uno de los cebadores GP5+/6+Bio;  3,5 mM de 
MgCl2 y  2,5 U de Taq  ADN polimerasa, (Fermentas, cat nº EP0402).  Se  agregaron 10 
μl de muestra conteniendo el ADN blanco.  Debido a que el cebador GP6+  está 
biotinilado, los productos de PCR pueden ser tipificados por hibridación reversa (RLB), 
utilizando oligosondas tipo-específicas.  La reacción de amplificación se llevó a cabo en 
un termociclador PE 9700 (Applied Biosystems).  El programa de ciclado  fue el 
siguiente: 94°C 4 min, seguidos de 40 ciclos, 94°C 20 seg, seguido de una rampa, de 
5,39°C/seg hasta 38°C, 38°C 30 seg, seguido de una rampa, 4,43°C/seg hasta 71°C , 
71°C 80 seg y 71°C 4 min.  Como control positivo (CP) se usó ADN de la línea celular 
Caski (proveniente de un carcinoma de cuello uterino portador de HPV16) y como 
control negativo (CN), ADN de la línea celular C33A (HPV negativa) y agua destilada. 
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Detección de genotipos de HPV de los género beta y gamma utilizando el sistema de 
cebadores BGC: Se utilizó una mezcla de cebadores: 6 directos y 8 reversos biotinilados 
(Tabla 5) que amplifican un fragmento de aproximadamente 72  pb dentro del gen L1 
del HPV.  Los diferentes  grados de  desapareo con los cebadores utilizados se 
muestran en la tabla 6.   Con esta metodología fue posible detectar un amplio espectro 
de genotipos de los géneros beta y gamma, en una única reacción.  La mezcla de 
reacción se realizó en un volumen final de 50 μl conteniendo: 0,2 mM de cada dNTP;  
12,5 pmol de cada uno de los cebadores; 1,5 mM de MgCl2 y  1 U de Taq Gold ADN 
polimerasa, (Applied Biosystem).  Se  agregaron 10 μl de muestra conteniendo el ADN 
blanco.  Debido a que los cebadores reversos están biotinilados, los productos de PCR 
pueden ser tipificados por hibridación reversa (RLB), utilizando oligosondas tipo 
específicas.  Este ensayo permite detectar 25 tipos virales diferentes del género beta y 
5 tipos virales del género gamma. La reacción de amplificación se llevó a cabo en un 
termociclador PE 9700 (Applied Biosystems).  El programa de ciclado  fue el siguiente: 
94°C 10 min, seguidos de 40 ciclos, 94°C, 20 seg, seguido de una rampa, de 5,39°C/seg 
hasta 38°C, 38°C 30 seg, seguido de una rampa, 4,43°C/seg hasta 71°C, 71°C 80 seg y 
71°C 4 min.  Como CP se usó ADN plasmídico correspondiente a HPV20 en un fondo de 
100 ng ADN de esperma de salmón y como CN, ADN de la línea celular C33A (HPV 
negativa) y agua destilada. 
 
Hibridación Reversa en Línea: Para realizar la genotipificación viral, luego de la 
amplificación empleando los dos sistemas anteriormente descriptos, se llevó a cabo 
una hibridación reversa en línea. Esta estrategia usa oligosondas tipo-específicas 
permitiendo la  identificación de 35 tipos virales,  pertenecientes a los  géneros alfa 
(HPV  tipos 2, 3, 7, 10 y 27), beta (HPV tipos 5, 8, 9, 12, 14, 15, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 
24, 25, 36, 37, 38, 47, 49, 75, 76, 80, 92, 93, 96) y gamma (HPV tipos 4, 48, 50, 60 y 65), 
en un mismo ensayo ( Tabla 7).  El procedimiento se llevó a cabo usando un aparato 
minibloter  (Hoefer) (Figura 13) e incluyó tres etapas: la preparación de la membrana, 
la reacción de Hibridación y la detección de los hibrido formados. 
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 Preparación de la membrana: se llevó a cabo siguiendo el procedimiento 
operativo estándar del Servicio Virus Oncogénicos del INEI –ANLIS “Dr. Carlos G. 
Malbrán”.  
 Primeramente, las oligosondas fueron sintetizadas incluyendo un grupo amino 
terminal en la posición 5’, con el fin de poder ser fijadas covalentemente a una 
membrana de nylon, BiodyneR C (Life sciences, cat nº P/N 60336). Brevemente la 
preparación  de la membrana, comprende los  siguientes  pasos:  
- Activación de la  membrana mediante el tratamiento con una solución de EDAC 16%  
(Calbiochem, cat n°341006),  a temperatura ambiente, durante 10 min.  
- Sembrado de 140 ul de cada una de las 35 oligosondas (20mM) en los canales 
paralelos del minibloter (Hoefer) y del control de quimioluminiscencia (2 uM). 
- Remoción del líquido residual mediante aspiración.  
- Incubación de la membrana con 100 ml de NaOH 100 mM, a fin hidrolizar los restos 
carboxilos remanentes de la membrana.  
- Lavado con una solución 2xSSPE - 0.1% SDS a 60ºC durante 5 min y finalmente   
lavado con 100 ml de EDTA 20 mM (pH=8) durante 15 min.   
- Almacenamiento de la  membrana a 4ºC, dentro de una bolsa plástica con cierre 
hermético, mojada con una solución de EDTA 20 mM (pH=8), para evitar la sequedad.  
   
 
Figura 13. Representación esquemática del minibloter y su armado 
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  Reacción de hibridación: 
Los productos amplificados biotinilados fueron sembrados en los canales 
paralelos del minibloter, colocando la membrana de manera tal que las muestras 
quedan en forma perpendicular a las líneas donde fueron previamente fijadas las 
oligosondas (Figura 14).  
Brevemente, el procedimiento se llevó a cabo mediante las siguientes acciones:   
-  Añadir 10 ul  de los productos  amplificados biotinilados a 150 µl de 2X SSPE - 
0,1% SDS y  desnaturalizar  10 min a 95°C. 
-  Disponer  la membrana de nylon  sobre una almohadilla (GE Healthcare Bio-
Sciences cat nº 11-0035-21) en el miniblotter, de manera que las hendiduras del 
mismo  queden perpendiculares a las líneas donde anteriormente fueron fijadas las 
oligosondas.  
- Remover el líquido residual  mediante aspiración.   
- Cargar  los canales del miniblotter con 140 l del producto de PCR diluido, 
preparado anteriormente. 
-  Incubar  a 42ºC durante 60 min en un horno de hibridación. 
-  Remover las muestras del miniblotter y lavar la membrana 2 veces con 100 ml  
de una solución 2x SSPE / 0.5 % SDS,  a 52°C durante 10 min.    
 
 
 
Figura 14.  Esquema para la aplicación de las muestras en la membrana de trabajo 
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 Detección de los híbridos formados  
Esta etapa incluyó tres pasos: la unión de los  híbridos biotinilados con la enzima 
streptavidina marcada con peroxidasa, la reacción quimioluminiscente y el revelado 
fotográfico de la película.   
En resumen, se realizaron las siguientes acciones:  
    -  Incubación de la membrana con una dilución 1:4000 del conjugado estreptavidina-
peroxidasa (GE Healthcare, cat nº RPN 1231),  en 20 ml de 2X SSPE - 0,5% SDS a 42ºC 
durante 45 min en el horno de hibridación STRATAGENE en una botella en rotación 
    - Lavado de la membrana 2 veces con 150 ml de 2X SSPE - 0,5% SDS a 42ºC durante 
10 min en el baño de agua BELLCO. 
 - Lavado de  la membrana 2 veces con 150 ml de 2X SSPE a temperatura ambiente 5 
min. 
 - Incubación de la membrana con el reactivo de detección ECLTM (GE-Healthcare, cat 
nº RPN3004). 
- Exposición de la membrana (entre dos hojas de acetato transparente), a la placa 
radiográfica (GE Healthcare cat nº 28906836), durante toda la noche, dentro de una 
casete de radioautografía. 
- Revelado de la placa radiográfica en un cuarto oscuro empleando el revelador (AGFA 
G150) y posteriormente el fijador (AGFA G334).  El proceso completo se resume en la 
figura 15. 
Debido a estas membranas son reutilizables, una vez terminada la reacción de 
detección, se procedió a la regeneración de la membrana, que incluye la 
deshibridación  del hibrido previamente generado.  Este tipo de  membrana puede ser 
usada como mínimo 10 veces. Este tratamiento se llevó a cabo mediante  2 lavados de 
30 minutos con una solución de SDS 1% a 80ºC y 1 lavado de 15 min con EDTA 20mM 
(pH=8).  Las membranas se guardaron a 4ºC en una solución EDTA 20mM (pH=8). 
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PCR con cebadores FAP seguido de secuenciación 
PCR convencional: Se utilizaron cebadores degenerados: FAP59 y FAP64  
(posición nucleotídica 5981-6001 y 6458-6436 de genoma de HPV8 respectivamente),  
que amplifican un fragmento de 480 pb  dentro del gen L1 del HPV (Forslund y col., 
1999) (Tabla 5).  Al ser L1 una región altamente conservada, permite identificar en una 
sola reacción un amplio espectro de genotipos que infectan la piel. La mezcla de 
reacción se realizó en un volumen final de 25 μl conteniendo: 0,2 mM de cada dNTP; 
0,75 uM de cada uno de los cebadores FAP59 /FAP64; 2,5 mM de MgCl2 y 0,625 U de 
Taq Gold ADN polimerasa (Applied Biosystems).  Se  agregaron 10 μl de muestra 
conteniendo el ADN blanco.  Se usaron como CN agua destilada y 100 ng la línea 
celular C33A (HPV negativo),  y como CP el ADN plasmídico correspondiente a HPV8 en 
un fondo de 100 ng ADN de esperma de salmón.  La reacción de amplificación se llevó 
a cabo en un termociclador PE9700 (Applied Biosystems).  El perfil térmico de ciclado 
fue el siguiente: 95°C 10 min, seguidos de 45 ciclos de 94°C 1 min, 50°C 1 min y 72°C 1 
min y una elongación final a 72°C 7 min.  
50 l producto 
amplificado 
biotinilado 
Siembra de 140 ul  en una membrana 
de nylon, mediante el uso de un 
minibloter 
Hibridación 60  min a 42ºC 
2 lavados a 42 °C ( 2xSSC 20% - 0.5% SDS) 
SDS) 
Revelado  
Muestraa 
S
o
n
d
a
s 
Desnaturalización 10min a 96ºC 
Reacción de hibridación  
10ul producto de PCR + 150 µl de 2X SSPE- 0,1 %SDS 
2 lavados a 52 °C ( 2xSSC 20% -0.5 % SDS) 
Detección de los híbridos 
formados 
Incubación con conjugado estreptavidina-peroxidasa 1:4000 
45  min a 42ºC 
Miniblotter 
Figura 15.  Esquema de las estapas de la Hibridación Reversa en Línea 
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Con el objeto de verificar el tamaño de los fragmentos amplificados, 5 l del 
producto amplificado fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2%, 
disuelto en solución salina TBE 1x y teñido con GelRedTM.  Se consideró como reacción 
positiva, la presencia de una banda de 480 pb y se procedió a su purificación y 
posterior secuenciación directa. 
 
PCR anidada: Para el primer ciclo de amplificación, se utilizaron los cebadores 
FAP59/FAP64.  La mezcla de reacción se realizó en un volumen final de 25 μl 
conteniendo: 0,2 mM de cada dNTP; 0,1 M de cada uno de los cebadores 
FAP59/FAP64; 3,5 mM de MgCl2 y 0,625 U de Taq Gold ADN polimerasa (Applied 
Biosystems).  Se  agregaron 10 μl de muestra conteniendo el ADN blanco.  El perfil 
térmico de ciclado fue el siguiente: 95°C 10 min, seguidos de 25 ciclos de 94°C, 1min, 
50°C 1 min y 72°C 1min y una elongación final a 72°C 7 min. 
Para el segundo ciclo de amplificación, la mezcla de reacción se realizó en un 
volumen final de 25 l conteniendo: 0.2 mM de cada dNTP;  1 M de cada uno de los 
cebadores FAP6085F/FAP6319R (posición nucleotídica 6085-6104 y 6319-6296 del 
genoma de HPV8 respectivamente) (Tabla 5), que amplifican un fragmento de 235 pb  
dentro del gen L1 del HPV (Forslund y col., 2003);  3,5 mM de MgCl2 y 1,25 U de Taq 
Gold ADN polimerasa (Applied Biosystems).  La reacción de amplificación se llevó a 
cabo en un termociclador PE 9700 (Applied Biosystems).  El perfil térmico de ciclado 
fue el siguiente:  95°C 10 min, seguidos de 45 ciclos de 94°C 1 min, 50°C 1 min y 72°C 1 
min y una elongación final a 72°C 7 min.  
 Los productos amplificados se analizaron mediante electroforesis en un gel  de 
agarosa al 2% disuelto en solución salina TBE 1x y teñido con GelRedTM.   En los casos 
que se observó en el gel una banda correspondiente al tamaño esperado (235pb) se 
procedió a su purificación y posterior secuenciación directa. 
 
Secuenciación de los productos amplificados: Esta etapa incluyó tres pasos: la 
purificación de los productos amplificados, la secuenciación, y el análisis de los 
electroferogramas. 
El proceso de purificación fue diferente según se tratase de una  banda única  
observada en el gel;  en este caso, la purificación se llevó a cabo a partir del tubo de 
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PCR. De lo contrario se procedió primero a cortar con  un bisturí estéril la banda del gel 
de agarosa de bajo punto de fusión (Gibco cat n° 15517-022).  La purificación fue 
realizada con un equipo comercial (QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Crawley, U.K.).  
Para la reacción de secuencia, se utilizó el equipo  Big Dye Terminator v3.1, 
(Applied Biosystem), con los cebadores FAP59/FAP64 o los cebadores  
FAP6085/FAP6319, dependiendo del ensayo de PCR realizado en un volumen final de 
10 ul.  Las condiciones del ciclado fueron las siguientes: 96° durante 1 min; luego 30 
ciclos  de 96°C 10 seg, 50°C 5 seg y 60° C 4 min.  Seguidamente, se realizó la 
precipitación de los productos de extensión con etanol (100%) y EDTA 125 mM, según 
las instrucciones del fabricante.  Por último, se empleó el equipo 3500 Genetic 
Analizer, Applied Biopsystems-Hitachi, disponible en el Departamento de Virología del 
INEI-ANLIS “Dr. Carlos Malbrán”, de acuerdo a las especificaciones del fabricante.  El 
análisis de las secuencias se llevó a cabo aplicando el programa  Sequencing Analysis 
Software v5.2, Applied Biosystems. 
 La secuencia obtenida para cada una de las muestras,  se comparó con la 
secuencia prototípica caracterizada en el GeneBank.  Para el análisis, se aplicó el 
programa Basic Local Aligement Search Tool (BLAST) [Centro Nacional para la 
Investigación Biotecnológica (NCBI) Estados Unidos] y el BioEdit Sequence Aligment 
editor v7.09.  
 
Amplificación de beta globina humana: Para determinar la integridad del ADN 
purificado de las muestras, se realizó la amplificación de beta globina humana 
mediante  PCR, usando los cebadores PCO4/GH20  (Tabla 5), que produce un 
fragmento de 260 pb (Saiki y col., 1991).  La mezcla de reacción se realizó en un 
volumen final de 10 l, conteniendo: 0,2 mM de cada dNTP;  0,1 M de cada uno de 
los cebadores PCO4/GH20;  4,0 de MgCl2 y  0,025 U de Taq  ADN polimerasa, 
(Fermentas).  Se agregaron 5 μl de muestra conteniendo el ADN blanco y el perfil 
térmico utilizado fue el siguiente: 95°C 2 min, seguidos de 45 ciclos, 94ºC 20 seg, 55°C 
20 seg, 72°C 20 seg y 72°C 5 min.  Como CP se usó ADN genómico humano (Roche, cat 
nº 11691112001) y como CN H20 destilada.  Con el objeto de verificar el tamaño de los 
fragmentos obtenidos, 10 l del producto amplificado fueron sometidos a 
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electroforesis en gel de agarosa al 2%, disuelto en solución salina TBE 1x y teñido con 
GelRedTM. 
Este control interno de templado se realizó en todas las muestras que resultaron 
HPVc negativas.  
 
4.2.2.2 Determinación de la carga viral  
 
 Fundamento del método  
La determinación de la carga viral se llevó a cabo mediante una PCR en tiempo 
real  (PCR-TR) (Rödel y col., 2015) utilizando sondas de la Librería Universal [del inglés, 
Universal Probe Library (UPL, Roche Applied Science)].  La UPL es una colección de 165 
sondas de hidrólisis pre-sintetizadas y pre-validadas para su empleo en ensayos de PCR 
en tiempo real.  Están formadas por una secuencia corta de nucleótidos (8-9 
nucleótidos), modificados tipo Locked Nucleic Acid (LNA), que se incorporan a la 
secuencia de cada sonda con el fin de mantener la especificidad y la temperatura de 
fusión de cada una de ellas.  Están marcadas con el fluoróforo emisor FAM en su 
extremo 5’ y con una molécula aceptora de fluorescencia especial (dark quencher dye) 
en el extremo 3’ (Roche Applied Science) (Figura 16).  Este es un sistema de detección 
universal en el que la especificidad de la PCR se mantiene gracias a la estricta selección 
de una pareja de cebadores  específicos para cada tipo viral ensayado.  
     
 
Figura 16.  Sondas de la Librería Universal  (UPL) 
 
 
 
                            Esquema extraído de www.lifesciences.roche.com 
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 Diseño de cebadores y sondas  
Para el presente diseño se analizó una región altamente conservada del genoma 
viral, la región L1. 
En primer lugar, se seleccionó la secuencia de la región L1 correspondiente  a 
cada uno de los 13 genotipos analizados, en formato FASTA, a partir de las secuencias 
completas de referencia correspondiente a cada uno de ellos,  disponibles en la página 
web  del Centro Global de Referencia de HPV (Estocolmo, Suecia) (página web 3).  
Dicha secuencia se insertó en la pestaña correspondiente en la página web de Roche 
www.lifesciences.roche.com, en la sección Universal ProbeLibrary Assay Design Center  
(página web 4).  A modo de ejemplo, se muestra en el figura 17 un reporte con los 
resultados del programa ProbeFinder para el diseño de cebadores y sonda para un 
ensayo óptimo de PCR-TR para el HPV20. 
Para realizar el análisis in sílico a fin de determinar la especificidad de los 
cebadores/sonda para cada uno de los genotipos a estudiar,  se analizó cada una de las 
opciones que deja disponible el programa; dichas secuencias fueron comparadas con 
aquéllas disponibles en la base de datos del GenBank  (htpp://blast.ncbi.nlm.nih.gov), 
utilizando el programa Blastn. De esta manera se eligió la secuencia óptima para 
cuantificar a cada uno de los 13 tipos de HPVc incluidos en esta tesis que se detallan: 
género beta:  tipos: 5, 8, 9, 12, 15, 20, 23, 24, 25, 36, 38, 47 y 80.  
Este  método fue desarrollado y validado analíticamente por el laboratorio 
Nacional de Referencia para HPV de Alemania  (Colonia, Alemania) (Weissenborn y 
col., 2010; Rödel y col., 2015).  Las secuencias de los cebadores y sondas usados en los 
diferentes ensayos de PCR-TR, se detallan en la tabla 8. 
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Figura 17. Selección de cebadores y sondas para el HPV20 
 
 
 
 Cuantificación por PCR en Tiempo Real  
Cuantificación del gen de la beta-globina: Para evaluar la cantidad del ADN extraído, se 
llevó a cabo la cuantificación del gen de la beta globina humana, de acuerdo a lo 
desarrollado previamente (van Duin y col., 2002).  La mezcla de reacción se realizó en 
un volumen final de 20 l, conteniendo: 1x de master mix (Roche Applied Science, cat 
n° 04707494001); 0,3 M de cada uno de los cebadores β-403 (directo) y β-532 
(reverso); 0,2 M de sonda β-471 (6FAM) (Roche Applied Science) (Tabla 8).  Luego de 
preparada la mezcla de reacción se añadieron 2 l de ADN purificado a los tubos de 
reacción.  El perfil térmico de ciclado fue el siguiente: 50°C 2 min; 95°C 10 min, 
seguidos de 45 ciclos de 95°C 15 seg; 60°C 30 seg.  La reacción se llevó a cabo en el 
termociclador Light Cycler 480 (Roche Applied Science).  Se usó como CP el ADN 
genómico humano (Roche cat nº 11691112001). Para generar la curva de calibración, 
se prepararon diluciones al décimo en agua destilada, a partir de una concentración de 
10.000 copias/2l: 10.000(E4)- 1.000 (E3)- 100 (E2) y 10 (E1) y se procesaron por 
duplicado en cada ensayo.  Como CN se usó agua destilada.  Al final, por medio de un 
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análisis de regresión lineal, el programa del equipo LightCycler 480 grafica la curva 
estándar en la que relaciona el logaritmo de la concentración (absisa), con ciclo de 
cuantificación (cq) ó el punto de cruce (crossing point-cp) de cada uno de los 
estándares (ordenada). Dicho valores de cp, son usados por el equipo  para  el cálculo 
del número de copias  del gen  de beta globina, en cada una de las muestras. Se 
consideraron aptas para el estudio aquellas muestras que  mostraron valores de carga 
> a 10 copias/2l.  
 
Determinación de la carga de HPVs cutáneos: En las muestras que resultaron positivas 
para los HPV tipos  5, 8, 9, 12, 15,  20, 23, 24, 25, 36; 38, 47 y 80  se evaluó la carga 
viral correspondiente a cada uno de ellos, por separado. 
 La mezcla de reacción se realizó en un volumen final de 20 l, conteniendo: 1x 
de master mix (Roche Applied Science, cat n° 04707494001); 0,2 M de cada uno de 
los cebadores específicos para cada uno de los 13 genotipos ensayados; 0,1 M de  
sonda  UPL (Roche Applied Science) (Tabla 8).   A la mezcla de reacción se  le agregaron 
2 l de ADN purificado.  El perfil térmico del ciclado fue el siguiente: 95°C 10 min; 
seguidos de 45 ciclos de 95°C 10 seg;  60°C  30 seg y 72°C 5 seg y una elongación final a 
72°C 5 seg.  La reacción se llevó a cabo en  el termociclador Light Cycler 480 (Roche 
Applied Science).  Para cada uno de los ensayos, se construyó  una curva estándar, 
utilizando diferentes diluciones al décimo del control plasmídico correspondiente al  
tipo viral a cuantificar en un fondo de 40 ng de ADN de esperma de salmón,  en una 
solución tampón (TE) (Gibco NV 15632-011): 10.000 (E4) - 1.000 (E3) - 100 (E2) y 10 
(E1) copias.  Al igual que la cuantificación del gen de la beta globina humana, el 
software del equipo LightCycler 480, utiliza los valores de dicha curva estándar para 
estimar el número de copias de HPV presentes en la muestra experimental. 
Para que los ensayos de la cuantificación de la beta globina humana, y la 
determinación de la carga de los genotipos de HPVc sean considerados válidos,  los cp 
de la dilución 100 (E2) del CP calculado por el equipo, deberá mostrar  valores entre 
31-33 que corresponden a una eficiencia de la reacción de 0.9-2.0; asimismo, los CN no 
deberán mostrar señales positivas en los pocillos correspondientes. 
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El resultado se expresa como copias  de ADN de HPV/ célula. Para el cálculo de 
la carga viral de los genotipos de HPVc en las muestras clínicas, se procedió a aplicar la 
siguiente fórmula:  
 
4.3  Análisis estadístico  
 
   Para los cálculos estadísticos se usó el paquete SPSS 17 (Chicago, Illinois) y el 
programa WinPepi versión 11.19.  Las variables categóricas se estudiaron con el test de 
chi- cuadrado o el test de Fisher según fuera lo apropiado (Programa Compare2 
versión 2.68).  Se consideraron como estadísticamente significativos valores de p 
menores de 0.05.  
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Tabla 4.  Clones de Referencia. Laboratorio Global de Referencia OMS 
 
Nombre Género Especie 
Identificación 
GenBank * 
Referencia* 
HPV1 Mu Mu-1 V01116 Danos et al, 1982 
HPV2a Alfa Alfa -4 X55964 Hirsch-Behnam et al, 1990 
HPV3 Alfa Alfa -2 X74462 Delius and Hofmann, 1994 
HPV4 Gama Gama-1 X70827 Egawa et al, 1993 
HPV5 Beta Beta-1 M17463 Zachow et al, 1987 
HPV7 Alfa Alfa -8 X74463 Delius and Hofmann, 1994 
HPV8 Beta Beta-1 M12737 Fuchs et al, 1986 
HPV9 Beta Beta-2 X74464 Delius and Hofmann, 1994 
HPV10 Alfa Alfa -2 X74465 Delius and Hofmann, 1994 
HPV12 Beta Beta-1 X74466 Delius and Hofmann, 1994 
HPV14a Beta Beta-1 X74467 Delius and Hofmann, 1994 
HPV15 Beta Beta-2 X74468 Delius and Hofmann, 1994 
HPV17 Beta Beta-2 X74469 Delius and Hofmann, 1994 
HPV19 Beta Beta-1 X74470 Delius and Hofmann, 1994 
HPV20 Beta Beta-1 U31778 Kremsdorf et al, 1984 
HPV21 Beta Beta-1 U31779 Kremsdorf et al, 1984 
HPV22 Beta Beta-2 U31780 Kremsdorf et al, 1984 
HPV23 Beta Beta-2 U31781 Kremsdorf et al, 1984 
HPV24 Beta Beta-1 U31782 Kremsdorf et al, 1984 
HPV25 Beta Beta-1 X74471 Delius and Hofmann, 1994 
HPV36 Beta Beta-1 U31785 Kawashima et al, 1986 
HPV37 Beta Beta-2 U31786 Scheurlen et al, 1986 
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Tabla 5.  Listado de cebadores utilizados en las diferentes estrategias metodológicas usadas 
para la detección y genotipificación viral 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Identificación  Secuencia nucleotídica 5’→3’ Modificación Tamaño 
PCR –RLB (van den Brule et al.,2002; Brink et al., 2005; Nindl et al., 2007) 
Cebadores 
Gp 6+bio GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC Biotinilado 150pb  
Gp5+ TTTGTTACTGTGGTAGATACTAC  
 5f TTA GCT CAA ATT AAT GCA ATG  72 pb  
7f TTA GCA CAA ATT AAT GCT ATG  
8f TTA GCT CAG ATA AAT GCA ATG  
9f CTG GCT CAT TTA AAT GTA ATG  
10f TTG GCA CAA ATT AAT GCC ATG  
11f CTG GCA CAT TTA CAC GTT ATG  
5r-bio ATCAGGGGTGGGTACAAATCCTAACTGC Biotinilado 
6r-bio ATCAGGGGTGGGTACAAATCCTAATTGC Biotinilado 
8r-bio GGGAGGTGGTGGAACAAAAGCTAATTGC Biotinilado 
9r-bio ATCTGGAGTTGGAACAAACCCTAGTTGC Biotinilado 
10r-bio GTCTGGCGTAGGTACAAAACCTAACTGC Biotinilado 
11r-bio GTCTGGGGTAGGTACAAACCCCAATTGC Biotinilado 
12r-bio TGGTGGTGGAGGTACAAATGAAAGTTGC Biotinilado 
13r-bio GTCTGGGGTGGGTACAAAGCCTAATTGC Biotinilado 
PCR-FAP (Forslund et al., 1999; 2003) 
FAP59 TAACWGTIGGICAYCCWTATT  480pb 
FAP64 CCWATATCWVHCATITCICCATC  
FAP6085 CCWGATCCHAATMRRTTTGC  235 pb 
FAP6319 ACATTTGIAITTGTTTDGGRTCAA  
PCR-Globina (Saiki  et al., 1991) 
PC04 CAACTTCATCCACGTTCACC  260 pb 
GH20 GAAGAGCCAAGGACAGGTAC  
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Tabla 6.  Número de desapareos con los cebadores utilizados, para cada tipo viral 
 
HPV n° desapareos* HPV n° desapareos* 
Directo Reverso Directo Reverso 
4 1 3 36 4 2 
5 3 2 37 1 3 
8 2 3 38 4 0 
9 2 5 47 1 5 
12 1 6 48 0 2 
14 0 5 49 3 4 
15 1 3 50 4 2 
17 1 4 60 1 0 
19 2 7 65 2 6 
20 1 6 75 3 4 
21 0 5 76 4 4 
22 3 5 80 2 3 
23 2 4 92 0 3 
24 2 6 93 3 3 
25 2 3 96 0 5 
                   *(De acuerdo a Brink y col., 2005; Nindl y col., 2007) 
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Tabla 7.  Listado de sondas utilizas para la genotipificación de los HPV cutáneos (PCR-RLB) 
 
 
 
 
 
 
 
Identificación Secuencia nucleotídica 5’→3’ Modificación 
PCR –RLB (van den Brule et al.,2002; Brink et al., 2005; Nindl et al., 2007) 
Sondas   
P16-RLB GTCATTATGTGCTGCCATATCTACTTCAGA   5’Amino 
P2-RLB CTGTGTGCCACTGAGGC   5’Amino 
P3-RLB TAATATGACTTTGTGTGTTTCT   5’Amino 
P7-RLB GTGCTGCTACACAATCGC   5’Amino 
P10-RLB GCTTGTGTGTTCCTTCTG   5’Amino 
P27-RLB ATGTCTCTCTGTGTGCAG   5’Amino 
P4- RLB AATCCTAATATTTTGGATAATTG   5’Amino 
P5- RLB TCTTCGTTATTGGAGGATTG   5’Amino 
P8- RLB AATTCATCACTACTTGAGGA   5’Amino 
P9- RLB TCAGGTATTTTAGAGGATTG   5’Amino 
P12- RLB TTCTTTGCTGGAGGACTG   5’Amino 
P14- RLB ATTCTAATATTTTAGAGGAGTG   5’Amino 
P15- RLB AATTCAGGTATTTTAGAAGACT   5’Amino 
P17- RLB AACTCAGGAATTCTGGAAGA   5’Amino 
P19-RLB TTCTAACATATTGGAAGAATG   5’Amino 
P20- RLB ATTCAAATATATTAGAGGAGTG   5’Amino 
P21- RLB ATGCAAATATTTTAGAAGAATG   5’Amino 
P 22- RLB AATCATGGCATTTTAGAAAATT   5’Amino 
P23- RLB ATTCAGATATTTTAGAGAATTG   5’Amino 
P24- RLB CATCTCTATTGGAAGAGTG   5’Amino 
P25- RLB AATTCCAACATTTTAGAAGAAT   5’Amino 
P36- RLB TTCTTCTTTATTGGAAGATTG   5’Amino 
P37- RLB TTCTGGTATATTGGAAGAGT   5’Amino 
P38- RLB ATTCTGGAATATTAGAAAATTG   5’Amino 
P47- RLB AATTCGTCTCTTTTAGAGGA   5’Amino 
P48- RLB CCCAGAATATTAGAGGAGT   5’Amino 
P49- RLB ATTCTTCTATATTGGAAAATTG   5’Amino 
P50- RLB ACCCCAGAATTTTGGAAAAT   5’Amino 
P60- RLB GACAAAAATATTTTAGAGGATT   5’Amino 
P65- RLB AATCCTAATATCTTAGACAATT   5’Amino 
P75-RLB AATCCAAATATATTGGAAAATTG   5’Amino 
P76-RLB AATTCCAATATATTAGAAAATTG   5’Amino 
P80-RLB ATGCAGGTATTTTAGAAGAG   5’Amino 
P92-RLB TCCAAATATTTTGGAGGACT   5’Amino 
P93-RLB CTCACTGCTAGAGGAATG   5’Amino 
P96-RLB GCAGACATTTTAGAAGATTG   5’Amino 
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Tabla 8.  Detalle de cebadores y sondas usados  para la determinación de la carga viral de 
HPV cutáneos  y de la Beta globina humana 
 
Genotipo 
(Cepa 
Referencia) 
Cebadores /Sonda 
Secuencia  5`3. Región  L1 del genoma viral 
  
Longitud 
Tamaño 
 Amplicón 
HPV 5 
(M17463) 
Cebador directo:  GGAATTTCCTATAGTCTTTTGAGC 
Cebador reverso:CATACAAAAATCAGTTTTACATTCCAG 
Sonda #156: GCTGATGG (cat. n° 04694422001) 
25 
27 
8 
66 nt 
HPV 8 
(M12737) 
Cebador directo:TGCAAACCTGCTTGAAACAA 
Cebador reverso: AACGACTTTCCCTGGATTTG 
Sonda #4: GCAGGAAG (cat. n° 04685016001) 
20 
20 
8 
67 nt 
HPV 9 
(NC001596) 
Cebador directo: AGCATCCTTTTCACACACTTTG 
Cebador reverso: ATAGGATGTATTCCATGCTTAGGAG 
Sonda #118: CACTGGA (cat. ° 04693523001) 
20 
25 
7 
63 nt 
HPV12 
(X74466.1) 
 
Cebador directo: TGGGCTGTACACCTTGTGTG 
Cebador reverso: CCATTTTCAGCTGGTGCAT 
Sonda #118: CACTGGA (cat. n° 04693523001) 
20 
19 
7 
73 nt 
HPV15 
(X74468) 
Cebador directo: TTCCCGCCTGATTATTTCTC 
Cebador reverso: AGGCTGTGTTCCATGTTTAGG 
Sonda #118: CACTGGGA (cat. n° 04693523001) 
20 
21 
8 
 
77 nt 
 
HPV 20 
(U31778) 
Cebador directo: ACACCAATGAGCCACTGACA 
Cebador reverso: GCATTCTACATTCCACCTGTGA 
Sonda #98: AGGCACAG (cat. n° 04692152001) 
20 
22 
8 
80 nt 
HPV 23 
(U31781) 
Cebador directo: TGCATCTGGACATTTTGTGG 
Cebador reverso: AATGCAGTTCATGACACATACAGA 
Sonda #139: TTGGCTTC (cat. n° 04694236001) 
24 
20 
8 
60 nt 
HPV 24 
( U31782) 
Cebador directo: GCCACTGACTGTTGGGAAATA 
Cebador reverso: GCAGGGACCTACAAAAATGACT 
Sonda #5: CAGCCACA  (cat. n° 04685024001) 
21 
22 
8 
96 nt 
HPV25 
(X74471) 
Cebador directo: TTATCCCAATGTTCCCCTATACA 
Cebador reverso: TTTGACCCCAAACAACTACAGA 
Sonda  #99: CTGTGCTC (cat. n° 04692179001) 
23 
22 
8 
68 nt 
HPV 36 
(U31785) 
Cebador directo: CCAGACACTTTAGGGACTTCTAATTT 
Cebador reverso: CATGCATTCAGCGACAGACT 
Sonda #158:  GCCATCCA  (cat. n° 04694457001) 
26 
20 
8 
95 nt 
HPV 38 
(U31787) 
Cebador directo: CATGTCTCCGTCTTCAATTACACT 
Cebador reverso: GGATAAAGCACCTGTATGTGATA 
Sonda  #93: GGACCAGA (cat. n° 04692101001) 
24 
24 
8 
95 nt 
HPV 47 
(M32305) 
Cebador directo:CACTCCATGTATTGGGAAC 
Cebador reverso:CAAAGACCAGTTTGCTGTTCC 
Sonda #13 : AGGCAGAG (cat. n° 04685121001) 
22 
21 
8 
66 nt 
HPV 80 
(Y15176) 
Cebador directo:AGGTTGGTTTGGGCCTGT  
Cebador reverso: GCCTGATGTGCCTACACCTAA 
Sonda #13 : AGGCAGAG (cat. n° 04685121001) 
20 
21 
8 
69 nt 
Beta -
Globina 
Cebador directo: TGGGTTTCTGATAGGCACTGACT 
Cebador reverso: AACAGCATCAGGAGTGGACAGAT 
Sonda:TCTACCCTTGGAACCCAGAGGTTCTTTGAGT 
23 
23 
30 
153 nt 
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5. RESULTADOS 
 
5.1 Optimización  de los ensayos moleculares utilizados 
 
● Ensayo de PCR seguido de Hibridación Reversa en Línea  
Uno de los objetivos particulares de  este trabajo de tesis fue la optimización de 
la reacción de PCR seguida de hibridación reversa en línea, que permite la 
identificación de 35 tipos de HPVc de los géneros alfa, beta y gamma, mediante el 
análisis simultáneo de 36-38 muestras en un mismo ensayo. 
Debido a que la PCR genérica incluye un conjunto de cebadores, el desempeño 
de la reacción de amplificación no sería el mismo para todos los genotipos virales 
incluidos.  La reacción fue optimizada para los distintos tipos virales en estudio.  
La sensibilidad y la especificidad del ensayo de PCR-RLB se determinó mediante 
diluciones seriadas de los plásmidos recombinantes de los HPV tipos: 4(ɣ1), 8(β1), 9 
(β2), 12(β1), 14(β1), 15(β2), 17(β2), 19(β1), 20(β1), en un fondo de 100 ng de ADN de 
esperma de salmón; las sensibilidades halladas fueron de 1-1-10-10-10-1-1-10 y 10 
copias respectivamente para cada uno de los genotipos mencionados (Figura 18).  
La interpretación de los resultados se realizó mediante una grilla confeccionada 
para tal fin,  siguiendo los pasos detallados: 
- Centrar la placa radiográfica revelada, sobre la grilla confeccionada para tal fin, 
utilizando los controles positivos y de quimioluminiscencia (se observa como una línea 
negra continua horizontal). 
- Comenzar la interpretación de los resultados, cruzando el tipo viral ubicado a la 
derecha e izquierda de la grilla, con el canal de la muestra, ubicado en la parte 
superior e inferior de la grilla.  
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Figura 18. Sensibilidad analítica y especificidad del ensayado de PCR-RLB 
 
La presencia en la película radioautográfica de una mancha oscura a la altura 
de uno o varios tipos virales, indica su presencia en la muestra ubicada en ese canal.  
La figura 19 muestra una foto de la película de la membrana hibridada.  
 
Figura 19. Foto  de la película de  la membrana hibridada 
Las muestras se siembran en canales horizontales, de manera que quedan perpendiculares a 
las líneas donde previamente se fijaron las oligosondas (verticales).  
 
 
 
Calle 3: CN de reacción (agua destilada). Calle 4: CP 
(pHPV20). Calle 5: CN (línea celular HPV negativo 
C33A). Calle 11: Infección múltiple (HPV4-5-8-20-23 
y 37). Calle 15: Muestra HPV negativa. Calle 17: 
Infección simple (HPV5). Calle 35: Infección múltiple 
(HPV8-9-17-19). 
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● Ensayos  de PCR genéricas  seguidos de secuenciación 
La reacción de PCR con los cebadores FAP59/64 fue optimizada en nuestro 
laboratorio usando diluciones seriadas del plásmido recombinante HPV20, en un 
fondo de 100 ng de ADN de esperma de salmón;  la sensibilidad del ensayo  fue de 102 
copias (Figura 20). 
 
 
    
Posteriormente, se ensayó la sensibilidad de la reacción para otros plásmidos 
recombinantes del género beta: HPV5-HPV19-HPV8-HPV24, usando diluciones 
seriadas (104-103-102 copias en un fondo de 100 ng/l de ADN de esperma de salmón).  
Las sensibilidades obtenidas fueron  ≤ 100 copias para los plásmidos HPV tipos 5- 8 y 
24 y de 1000 copias para el HPV tipo 19 (Figura 21).   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20.   Reacción de PCR con 
cebadores FAP 
Calle 1: CN de reacción: (H20 destilada). 
Calle2: CN línea celular HPV negativo 
(C33A-100ng/l). Calle 3: CN de largada 
(H20 destilada). Calles 4-5-6-7-8: 
diluciones seriadas de HPV20: 10
5
-10
4
-
10
3
-10
2
-10 copias en un fondo de 100 
ng/l de ADN de esperma de salmón. M: 
marcador de peso molecular escalera de 
100 pb. 
Figura 21.  Sensibilidades de reacción de PCR con cebadores FAP. 
Calle 1-2-3: diluciones seriadas de HPV5: 104-103-102 copias en un fondo de 100 ng/l de 
ADN de esperma de salmón. Calle 4-5-6: diluciones seriadas de HPV19: 104-103-102 copias 
en un fondo de 100 ng/l de ADN de esperma de salmón. Calle 7-8-9: diluciones seriadas de 
HPV8: 104-103-102 copias en un fondo de 100 ng/l de ADN de esperma de salmón. Calle 
10-11-12: diluciones seriadas de HPV24: 104-103-102 copias en un fondo de 100 ng/l de 
ADN de esperma de salmón. Calle13: CN de reacción (H20 destilada). M: marcador de peso 
molecular escalera de 100 pb. 
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Mediante la secuenciación directa de los productos amplificados obtenidos, se 
confirmó la presencia de los plásmidos recombinantes respectivos  (Figura 22). 
 
Figura 22.Cromatograma  obtenido luego de la secuenciación 
 
 
Los clones de HPVc  obtenidos se sumaron a la colección del laboratorio.  
Este ensayo ha demostrado ser capaz de amplificar un amplio espectro de 
genotipos de HPV y también probables nuevos tipos virales.  Sin embargo, teniendo en 
cuenta el bajo número de copias reportado en las lesiones cutáneas en pacientes 
inmunocompetentes, se optimizó una PCR anidada usando dos cebadores internos 
(FAP6085/FAP6319) con diluciones seriadas de HPV20 en un fondo de 100 ng de ADN 
de esperma de salmón.  La sensibilidad obtenida para este genotipo fue de 10 copias, 
demostrando el aumento de la sensibilidad en un orden magnitud con respecto a la 
PCR convencional (Figura 23). 
 
  
 
 
5.2  Detección y tipificación  de HPV cutáneos en  hisopados de piel sana  
 
El  85,5 % (171/200) de los hisopados resultaron aptas para el estudio (positivas  
para el gen de la beta globina humana).  
Figura 23.   Reacción de PCR anidada 
con cebadores FAP 
Calle 1: CN (línea celular HPV negativo 
(C33A-100ng/l). Calle: 2-3-4-5: 
diluciones seriadas de pHPV20: -104-
102-1-0.1 copia en un fondo de 100 
ng/l de ADN de esperma de salmón. 
Calle 6: CN de reacción (H20 destilada). 
M: marcador de peso molecular 
escalera de 100 pb. 
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El  DNA de HPV fue detectado en el 87,1 % de los hisopados (149/171).  La tabla 
9,  muestra la distribución de las muestras positivas de acuerdo al sexo, edad, tipo de 
piel y exposición solar laboral.  No se observaron diferencias  estadísticamente 
significativas en cuanto a la positividad para HPV y el sexo (p=0,96), edad (p=0,93), 
fototipo de piel (p=0,49) y exposición solar laboral de más de tres horas (p=0,11). 
 
Tabla 9. Distribución de las muestras HPV positivas de acuerdo  al sexo, edad, tipo de piel y 
exposición solar laboral 
 
Variables  HPV positivo       α- HPV 
(%)* 
β -HPV 
(%)** 
ɣ-HPV 
(%)*** 
Total 149 23 (15,4) 137 (91,9) 30 (20,1) 
Sexo      
         Femenino 82 13 (15,9) 76 (92,7) 14 (17,1) 
         Masculino 67 10 (14,9) 61 (91,0) 16 (23,9) 
Edad (años)     
              18-30 36 5 (13,8) 33 (91,7) 8 (22,2) 
              31-59 78 12 (15,4) 74 (94,9) 17 (21,8) 
       ≥  60 35 6 (17,1) 30 (85,7) 5 (14,3) 
Fototipo de piel     
                   I 8 1 (12,5) 8 (100) 2 (25,0) 
                       II 34 4 (11,8) 29 (85,3) 7 (20,6) 
III 45 9 (20,0) 41(91,1) 10 (22,2) 
IV 51 7 (13,7) 48 (94,1) 10 (19,6) 
V 6 0 6 (100) 0 
s/d 5 2 (40) 5 (100) 1(20) 
Exposición solar 
laboral ~ 
    
No  130  17 (13,1) 122 (93,8) 28 (21,5) 
Si  7 1 (14,3)  7 (100) 0 
Sin datos   12 5 (41,7)   8 (66,7) 2 (16,7) 
     *Presencia en la muestra de al menos un α- HPV. 
   ** Presencia en la muestra de al menos un β–HPV 
 *** Presencia en la muestra de al menos un ɣ-HPV 
     ~  Exposición solar laboral más de tres horas diarias 
  
Se identificaron  un  total de 31 genotipos;  de las muestras HPV positivas, el 
15,4% (23/149) portó  al menos un α-HPV, el 20,1 % (30/149) al menos un ɣ-HPV y el 
91,9 % (137/149) al menos un β-HPV.  El espectro de genotipos identificados se 
muestra en la figura 24.  El 24,8% (37/149) y el 75,2% (112/149) correspondieron a 
infecciones simples y mixtas con dos o más tipos, respectivamente. 
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Figura 24.Frecuencia de tipos de HPV cutáneos  en muestras de hisopados de piel sana 
 
 
 
 
 
5.3  Detección y tipificación  de HPV cutáneos en lesiones de  distinto grado de 
gravedad de individuos con y sin EV 
 
El   87,8% (296/337)  de las muestras recolectadas  de  lesiones de pacientes con 
y sin EV, fueron aptas para el estudio (positivas para el gen de la beta globina 
humana).  El ADN viral fue detectado en 36,0% (41/114) y 31,9% (58/182) de las 
biopsias en fresco y biopsias fijadas y embebidas en parafina, respectivamente 
[(p=0,47, OR=1,20 IC95% (0,71-2,02)].  La tabla 10, muestra las frecuencias de HPVc en 
pacientes con y sin EV, en las diferentes lesiones analizadas.  
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10.  Detección de HPV cutáneos en lesiones de piel  de pacientes con y sin EV 
 
Diagnóstico HPV positivo  (%) 
Pacientes con EV (n=3) 
LB (n= 1 )  1*  
CCE (n= 4 ) 4 
Total de lesiones  (n=  5) 5 
Pacientes sin EV  (n=240) 
LB (n= 38 )  19 (50,0)* 
QA   (n= 83 ) 36 (43,4) 
CCE (n= 74 ) 23 (31,1) 
CCB  (n= 96 ) 16 (16,7) 
Total de lesiones  (n=  291 ) 94 (32,3) 
                   LB: Lesiones Benignas. QA: Queratosis Actínica. CCE: Carcinoma  
                   de células escamosas.  CCB: Carcinoma de células basales.  
                   * Las lesiones benignas HPV positivas incluyeron:  2 queratoacantomas  
                   y  18 verrugas comunes. 
 
 
 
La tabla 11 muestra el espectro de genotipos detectados en las distintas lesiones 
analizadas.  
Se identificaron en total 26 genotipos, siendo los β-HPV los más frecuentes 
(tanto en infecciones simples como múltiples); en orden decreciente: HPV8 (26,3%; 
26/99), HPV20 (24,2%; 24/99) y HPV17 (20,2%; 20/99).  No se observaron diferencias 
estadísticamente significativas entre la frecuencia de estos  genotipos entre las 
distintas lesiones analizadas  (valor de p no significativo).  
 El  83,8% (83/99) del total de muestras positivas portaba al menos un β-HPV, 
16,2% (16/99) al menos un α-HPV y 13,1% (13/99) al menos un ɣ-HPV.  El 60,6% 
(60/99) y el 39,4% (39/99) correspondieron a infecciones simples y coinfecciones con 
dos o más tipos virales, respectivamente (p= 0.076) (Tabla 12).  
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Tabla 11.  Frecuencia tipo-específica de  los  HPV cutáneos en diferentes lesiones de piel 
 
GENOTIPOS 
(Especie) 
LB 
(n=20 ) 
QA 
(n=  36 ) 
CCE 
(n=27   ) 
CCB 
(n= 16  ) 
Total 
(99) 
HPV8 (β1) 1 11 10* 4 26 
HPV20 (β1) 3* 12 8* 1 24 
HPV17 (β2) 3 10 6* 1 20 
HPV9 (β2) 2* 10 5* 1 18 
HPV5 (β1) 2* 4 5* 5 16 
HPV21 (β1) 1 7 3*   11 
HPV4 (γ1) 4 4     8 
HPV2 (α4) 8       8 
HPV7 (α8) 5     3 8 
HPV15 (β2)   4 3*   7 
HPV12 (β1) 1 4 1   6 
HPV14 (β1)   2 1 2 5 
HPV23 (β2) 1 3 1*   5 
HPV24 (β1)   3 2*   5 
HPV25 (β1) 1 4     5 
HPV19 (β1) 1 2 1   4 
HPV22 (β2)   1 1*   2 
HPV36 (β1) 1     1 2 
HPV38 (β2)   1 1*   2 
HPV65 (γ1) 2       2 
HPV10 (α2) 1   1   2 
HPV47 (β1)   1     1 
HPV76 (β3)     1   1 
HPV80 (β2)     1   1 
HPV92 (β4)     1   1 
HPV3 (α3) 1       1 
         *corresponde a genotipos de HPV encontrados en lesiones de pacientes con EV. 
         La suma de números en cada una de las columnas  excede el n total, debido a la     
         presencia de infecciones  múltiples. 
 
 
Tabla 12.  Infecciones simples y múltiples en lesiones de pacientes con y sin EV 
 
Diagnóstico 
Infecciones 
simples (%) 
Infecciones  
múltiples(%) 
LB  (n= 20)  11 (55,0) 9 (45,0) 
QA  (n= 36) 18 (50,0) 18 (50,0) 
CCE (n= 27) 17 (63,0) 10 (37,0)  
CCB  (n= 16) 14 (87,5)   2 (12,5) 
Total de lesiones HPV 
positivas (n=99) 
60 (60,6) 39 (39,4) 
            LB: Lesiones Benignas. QA: Queratosis Actínica.  CCE: Carcinoma de células   
           escamosas. CCB: Carcinoma de células basales. 
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No se observaron diferencias estadísticamente significativas cuando se 
analizaron la presencia viral, el tipo de lesión y el sitio anatómico donde se encontraba 
dicha lesión; se obtuvo un valor de p no significativo para comparaciones de a pares 
en las diferentes localizaciones anatómicas, tanto en lesiones HPV positivas como 
negativas (Tabla 13). 
 
 
Tabla 13.  Detección de HPV cutáneos y localización anatómica de la lesión 
 
  
Localización  
Anatómica 
HPV negativo n (%) HPV positivo n (%) 
LB 
 n=19 
QA 
n= 47 
CCE   
n=51 
CCB       
n=80 
LB         
n= 20 
QA    
n= 36 
CCE  
n=27 
CCB 
n=16 
Cabeza y 
cuello 
7(36,8) 27(57,4) 24(47,1) 52(65,0) 6(30,0) 15(41,7) 12(44,4) 13(81,3) 
Extremidades 6 1,6) 3(6,4) 9 (17,6) 13(16,3 6(30,0)  4(11,1)  3(11,1)   1(6,3) 
Torso y 
espalda 
3(15,8 9(19,1) 15(29,4 8(10,0) 7(35,0) 11(30,6) 9(33,3) 2(12,4) 
Sin datos 3(15,8) 8 (17,1) 3 (5,9) 7(8,7) 1(5,0) 6(16,6) 3(11,2) - 
      LB: Lesiones Benignas. QA: Queratosis Actínica.  
      CCE: Carcinoma de células escamosas.   CCB: Carcinoma de células basales. 
 
 
En todas las muestras de CCE (4/4) (n=3) de los pacientes con EV, se detectó el 
HPV5 o HPV8, como infección simple (1/4) o múltiple con otros β-HPV (3/4).  
En las muestras de los pacientes sin EV,  en todas las lesiones de QA y CCE y en la 
mayoría de las CCB se detectó al menos un β-HPV, mientras que en las lesiones 
benignas y verrugas predominaron α-HPV y ɣ-HPV (p= 0.000) (Tabla 14). 
 
Tabla 14.  Frecuencia de los tipos del género beta y no-beta en pacientes sin EV 
 
Lesiones LB QA CCE CCB 
Infecciones  n=19 (%) n=36 (%) n=23 (%) n=16 (%) 
 Genotipos no β-HPV 13 (68,4) - - - - 3 (18,8) 
Al menos 1 β-HPV 6 (31,6) 36 (100) 23 (100 13 (81,3) 
          β-HPV: genotipos del género beta.   LB: Lesiones Benignas. QA: Queratosis Actínica.        
          CCE: Carcinoma de células escamosas.  CCB: Carcinoma de células basales. 
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En 35 pacientes sin EV se pudieron analizar más de una muestra; diez de ellos 
con diagnóstico de QA y CCE en diferentes lesiones anatómica.  En 3 de ellos, el 
genoma viral no pudo ser detectado en ninguna de las dos lesiones, mientras que en 
6, se lo detectó en las QA pero no en las CCE; solamente en un paciente, ambas 
lesiones fueron positivas para HPV: QA con una infección múltiple con los HPV tipos  9, 
20, 21, y  24  y CCE con HPV tipo 20.  
 
5.4  Detección y tipificación de HPV cutáneos en lesiones de distinta gravedad de 
individuos trasplantados renales   
 
 El  85,6% (89/104) de las muestras recolectadas de lesiones de pacientes 
trasplantados renales (TR) fueron aptas para el estudio (positivas para el gen de la 
beta globina humana). 
El genoma viral fue detectado en el 62,9% (56/89) de las muestras recolectadas, 
correspondiendo el 70% (7/10) y 62,0% (49/79) a biopsias en fresco y fijadas y 
embebidas en parafina, respectivamente [p=0,62, OR=1,43 IC 95% (0,35-7,23)].  La 
tabla 15 muestra las frecuencias de HPVc en las diferentes lesiones analizadas.   
 
Tabla 15.   Detección de  HPV cutáneos en lesiones de piel de pacientes  trasplantados  
renales 
 
Diagnóstico HPV positivo  (%) 
Pacientes trasplantados  (n=30) 
                   LB (n=3)    2 (66,7) 
QA   (n= 25) 20 (80,0) 
CCE (n= 49)             27 (55,1) 
CCB  (n=12 )   7  (58,3) 
Total de lesiones  (n= 89 )  56 (62,9) 
                                         LB: Lesiones Benignas. QA: Queratosis Actínica.  
                                         CCE: Carcinoma de células   escamosas.  
                                        CCB: Carcinoma de células basales. 
 
 
El espectro de tipos virales hallados en las diferentes lesiones analizadas de los 
pacientes TR se muestra en la tabla 16.  Se identificaron en total 15 tipos; los tres más 
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frecuentemente encontrados fueron coincidentes con los observados en la población 
inmunocompetente.  Vale aclarar que dentro de las 22 muestras de TR en las que se 
detectó HPV8, hubo cinco pacientes que aportaron más de una muestra; sin embargo, 
aún cuando se consideró en el análisis una sola muestra por paciente siguió siendo el 
tipo el más frecuente.  
 El  96,4% (54/56) de las muestras HPV positivas  portó al menos un β-HPV, 
5,4% (3/56) al menos un ɣ-HPV y 1,79% (1/56) al menos un α-HPV.  En  todas lesiones 
analizadas, los β-HPV fueron los más frecuentes (p=0.29) (Tabla 17). 
 
Tabla 16.  Frecuencia de los HPV cutáneos en diferentes lesiones de piel de pacientes 
trasplantados renales 
 
GENOTIPOS 
(Especie) 
LB 
(n=2) 
QA 
(n=20) 
CCE 
(n=27) 
CCB 
(n= 7) 
TOTAL 
56 
HPV8 (β1)  6 13 3 22 
HPV20 (β1) 2 6 4  12 
HPV17 (β2)  4 6 2 12 
HPV21 (β1) 1 3 4  8 
HPV23 (β2) 1 3 3  7 
HPV9 (β2)  5 1  6 
HPV12 (β1)  1 3 1 5 
HPV4 (γ1)   1 2 3 
HPV24 (β1) 1 1  1 3 
HPV15 (β2)  1 1  2 
HPV75 (β3)  1 1  2 
HPV25 (β1)   1  1 
HPV36 (β1)   1  1 
HPV37 (β2)  1   1 
HPV10 (α)   1  1 
         QA: Queratosis Actínica. CCE: Carcinomas de células escamosas.   
         CCB: Carcinoma de células basales. 
 
 
Tabla 17.  Frecuencia de tipos del género beta y no-beta en pacientes trasplantados renales 
 
Lesiones LB QA CCE CCB 
Infecciones  n=2 (%) n=20 (%) n=27 (%) n=7 (%) 
 Genotipos no β-HPV - - - - 1 (3,7) 1 (14,3) 
Al menos 1 β-HPV 2 (100) 20 (100) 26 (96,3) 6 (85,7) 
           β-HPV: genotipos del género beta. LB: Lesiones Benignas.  
           QA: Queratosis Actínica. CCE: Carcinoma de células escamosas.   
           CCB: Carcinoma de células basales. 
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No se observaron diferencias estadísticamente significativas relación a la 
presencia de infecciones simples (64,3%; 36/56) versus múltiple  (35,7%; 20/56), en las 
diferentes lesiones analizadas (p=0.75) (Tabla 18). 
 
 
Tabla 18.  Infecciones simples y múltiples en lesiones de pacientes trasplantados renales 
 
Diagnóstico 
Infecciones 
simples (%) 
Infecciones  
múltiples(%) 
LB  (n= 2)  1 (50,0) 1(50,0) 
QA  (n= 20) 13 (65,0) 7 (35,0) 
CCE (n= 27) 17 (63,0) 10 (37,0)  
CCB  (n= 7) 5(71,4)   2 (28,6) 
Total de lesiones (n=56) 36(64,3)                                      20 (35,7) 
         LB: Lesiones Benignas.   QA: Queratosis Actínica.  
         CCE: Carcinomas de células escamosas.   CCB: Carcinoma de células basales. 
 
Cuando se analizó la presencia viral, el tipo de lesión y el sitio anatómico donde 
se encontraba dicha lesión; se obtuvo un valor de p no significativo para 
comparaciones de a pares en las diferentes localizaciones anatómicas, tanto en 
lesiones HPV positivas como negativas (Tabla 19). 
 
Tabla 19.   Detección de HPV cutáneos  y  localización anatómica de la lesión 
 
Localización  
Anatómica 
HPV negativo n (%) HPV positivo n (%) 
LB 
n=1 
QA 
n= 5 
CCE  
n=22 
CCB      
n=5 
LB        
n= 2 
QA    
n= 20 
CCE 
n=27 
CCB 
n=7 
Cabeza y 
cuello - 4(80,0) 10(45,5) 2(40,0) - 11(55,0) 19(70,4) 4(57,1) 
Extremidades 1(100) 1(20,0) 10(45,5) 1(20,0) - 5(25,0)  7(25,9) - 
Torso y 
espalda 
- - 1(4,5) 2(40,0) - 1(5,0) 1(3,7) 2(28,6) 
Sin datos - - 1(4,5) - 2(100) 3(15) - 1(14,3) 
LB: Lesiones Benignas. QA: Queratosis Actínica. 
CCE: Carcinoma de células escamosas.   CCB: Carcinoma de células basales. 
 
Dado que en dos años de seguimiento, no fue posible observar casos de 
progresión clínica en los pacientes estudiados, se intentó un seguimiento 
retrospectivo.  Para ello, en el caso de los pacientes portadores de lesiones de QA y/o 
CCNM se buscaron en los archivos de Anatomía Patológica, biopsias obtenidas en años 
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anteriores con diagnóstico de igual o menor gravedad.  La tabla 20, muestra los 
resultados obtenidos en las muestras con que pudieron ser recolectadas en esta etapa 
del estudio. 
 
 
Tabla 20.  Seguimiento retrospectivo en pacientes trasplantados: Detección de HPV 
cutáneos en lesiones de piel de distinta gravedad 
 
 
Muestra Años* Localización anatómica Diagnóstico Tipo de HPV detectado 
Paciente 1: Masculino, actualmente con  40 años de edad; trasplantado a los 11 años 
1 21 cara CCE HPV4-HPV9 
2 25 sin dato QA HPV8 
3 25 mano QA HPV8-HPV9-HPV17 
4 25 mano QA HPV37 
5 25 torso CCE HPV36 
Paciente 2: Femenino,  actualmente con  62 años de edad; trasplantada a los 51 años 
1 6 cara CCE - 
2 6 cara CBC HPV4 
2 7 cara CCE HPV8-HPV17 
3 7 cara CCE HPV8** 
4 8 cara CCE HPV8 
5 13 cara QA HPV9-HPV21 
Paciente 3: Masculino, actualmente con  51 años de edad; trasplantado a los 44 años 
1 1 cara CCB HPV8 
2 6 mano CCE HPV15 
2 7 cuello CCE HPV8-HPV75 
3 7 torso CCB HPV4-HPV17 
4 7 torso QA HPV21 
Paciente 4: Masculino, actualmente con  29 años de edad; trasplantado a los 12 años 
1 15 cara QA HPV17 
2 17 cara CCE HPV8** 
Paciente 5: Femenino, actualmente con 52 años de edad; trasplantada a los 45 años 
1 2 cara QA HPV8-HPV20-HPV21 
2 5 cara QA HPV20-HPV75 
Paciente 6: Femenino, actualmente con 77 años de edad; trasplantada a los 56 años 
1 8 pierna CCE HPV8-HPV20 
2 8 pierna CCE HPV8-HPV17-HPV20-HPV21 
3 10 pierna CCE HPV17 
4 10 pierna QA HPV8 
     
*Tiempo trascurrido en años desde el momento del trasplante a la toma de muestra.  
** Muestras con carga viral para HPV 8 entre 101-500 copias/célula. 
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5.5  Detección y tipificación  de los HPV cutáneos  en lesiones de distinta  gravedad,   
empleando la estrategia PCR anidada FAP-secuenciación  
 
 A fin de confirmar la ausencia viral, las muestras que habían resultado HPV 
negativas por PCR-RLB, fueron reanalizadas empleando la estrategia de amplificación 
por  PCR anidada con los cebadores FAP, con la posibilidad de su eventual posterior 
análisis mediante secuenciación.  En todos los casos se confirmó la negatividad.  
 
 
 
5.6  Cuantificación  de  los HPV cutáneos en piel sana y lesiones de distinta gravedad 
 
La cuantificación de los HPVc se realizó siguiendo el protocolo puesto a punto en 
el laboratorio Nacional de Referencia de HPV de Colonia (Alemania).   
En la figura 25 se puede observar el detalle de la hoja de trabajo, para la 
cuantificación de la beta globina humana, con la curva de amplificación y los 
parámetros (pendiente de la curva, intercepto, etc.) para la curva estándar.  A modo 
ejemplo en la figura 26, se muestra la hoja de trabajo para el ensayo de la 
cuantificación  de HPV20. 
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Figura 25.  Cuantificación del gen de la beta globina 
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Figura 26.  Cuantificación de HPV20 
 
 
 Cuantificación de la beta globina humana. 
Las muestras que resultaron positivas por PCR-RLB para cualquiera de los 13 
tipos incluidos en el análisis de cuantificación (HPV tipos: 5, 8, 9, 12, 15, 20, 23, 24, 25, 
36, 38, 47 y 80) fueron seleccionaron para la determinación de la carga viral; sin 
embargo, no fue posible analizar la totalidad de las muestras debido a que en muchas 
de ellas el material fue insuficiente.   
Las muestras disponibles en las que se pudo evaluar la carga de la beta globina 
humana (n=292)  se detallan en la tabla 21.   
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Tabla 21. Muestras disponibles para la cuantificación de la  beta globina humana 
 
Genotipos  Total de muestras 
disponibles  (%) 
Lesiones analizadas 
HPV5 29/48 (60,4) 
- hisopados n=23  
- lesiones de pacientes con EV n=2 
- lesiones de pacientes sin EV n=4  
HPV8 47/77 (61,0) 
- hisopados n=23 
- lesiones de pacientes con EV n=1 
- lesiones de pacientes sin EV n=8  
- lesiones de pacientes TR n= 15 
HPV9 31/44 (70,5) 
- hisopados n=16 
- lesiones de pacientes con EV n=1 
- lesiones de pacientes sin EV n=11  
- lesiones de pacientes TR n= 3 
HPV12 28/48 (58,3) 
- hisopados n=27 
- lesiones de pacientes TR n= 1 
HPV15 22/28 (78,5) 
- hisopados n=17 
- lesiones de pacientes con EV n=1 
- lesiones de pacientes sin EV n=2  
- lesiones de pacientes TR n= 2 
HPV20 46/73 (63,0) 
- hisopados n=31 
- lesiones de pacientes sin EV n=13  
-  lesiones de pacientes TR n= 2 
HPV23 39/50 (78,0) 
- hisopados n=35 
- lesiones de pacientes sin EV n=1  
- lesiones de pacientes TR n= 3 
HPV24 26/31 (84,0) 
- hisopados n=23 
- lesiones de pacientes sin EV n=3  
HPV25 5/8 (62,5) - hisopados n=5 
HPV36 2/4 (50,0) 
- hisopados n=1 
- lesiones de pacientes sin EV n=1  
HPV38 5/9 (55,6) 
- hisopados n=4 
- lesiones de pacientes sin EV n=1  
HPV47 6/6 (100) - hisopados n=6 
HPV80 6/8 (75,0) 
- hisopados n=6 
 
EV: Epidermodisplasia Verruciforme. TR: trasplantado renal 
 
Considerando el criterio adoptado de contar con valores de carga de beta 
globina  >10 copias para el posterior análisis de la carga de HPV,  las muestras que 
resultaron aptas (n=189) se detallan en la tabla 22.  
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Tabla 22.Muestras aptas para la cuantificación de los HPV cutáneos 
 
Genotipos  Total de muestras 
aptas para CV  (%) 
Lesiones analizadas 
HPV5 21/29 (72,4) 
-  hisopados n=17 
-  lesiones de pacientes con EV  n=2    
-  lesiones de pacientes sin EV n=2 
HPV8 31/47 (65,0) 
- hisopados n=15 
- lesiones de pacientes con EV  n=1   
- lesiones de pacientes sin EV n=6 
- lesiones de pacientes TR n=9 
HPV9 20/31 (64,5) 
- hisopados n=8 
- lesiones de pacientes con EV n=1 
- lesiones de pacientes sin EV n=9  
- lesiones de pacientes TR n= 2 
HPV12 13/28 (46,4) 
- hisopados n=13 
HPV15 12/22 (54,5) 
- hisopados n=7 
- lesiones de pacientes con EV n=1 
- lesiones de pacientes sin EV n=2  
- lesiones de pacientes TR n= 2 
HPV20 35/46 (76,0) 
- hisopados n=24 
- lesiones de pacientes sin EV n=11  
HPV23 25/39 (64,1) 
- hisopados n=22 
- lesiones de pacientes sin EV n=1  
- lesiones de pacientes TR n= 2 
HPV24 17/26 (65,4) 
- hisopados n=14 
- lesiones de pacientes sin EV n=3  
HPV25   2/5 (40,0) 
- hisopados n=2 
HPV36   1/2 (50,0) 
-  hisopado n=1 
HPV38 4/5 (80,0) 
- hisopados n=3 
- lesiones de pacientes sin EV n=1  
HPV47   3/6 (50,0) 
- hisopados n=3 
HPV80   5/6 (83,3) 
- hisopados n=5 
 
      CV: Carga viral. EV: Epidermodisplasia verruciforme. TR: trasplantado renal 
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 Cuantificación  de los HPV cutáneos.  
Los valores de carga viral  para los tipos de HPVc en estudio, se agruparon  en 
los siguientes rangos de carga viral: < 10 copias/célula; 10 -50 copias /célula;  51-100 
copias /célula;  101-500 copias /célula;  y   ≥ de 500 copias /célula. 
 
Hisopados de Piel sana: Se determinaron las cargas virales correspondientes a 13 
genotipos.  Se pudieron obtener valores de carga viral detectables para los siguientes 
genotipos: HPV5 [8/17 (47,0%)], HPV8 [9/15 (60,0%)]; HPV9 [6/8 (75,0%)]; HPV12 
[10/13 (77,0%)]; HPV15 [5/7 (71,4%)]; HPV20 [15/24 (62,5%)]; HPV23 [6/22 (27,3%)]; 
HPV24 [11/14 (78,6%)]; HPV25 [1/2 (50,0%)]; HPV38 [1/3 (33,3%)], HPV47 [3/3 
(100%)], y HPV80 [3/5 (60,0%)]. Los resultados se detallan en  la figura 27. 
 
Figura 27.Cuantificación de HPV cutáneos en hisopados de piel sana  
    
 
En la figura se incluyeron las cargas virales detectables  
 
 Lesiones de distinta gravedad de individuos sin EV:  Se determinaron las cargas virales 
de 8 tipos: HPV5 (n=2): 1-QA, 1-CCB;  HPV8 (n=6): 4-QA,  1-CCE y 1-CCB; HPV9 (n=9): 
6-QA, 1-CCE y 1-CCB;   HPV15 (n=2): 2-QA; HPV20 (n=11): 1LB, 8-QA y 2-CCE; HPV23 
(n=1): 1 QA; HPV24 (n=3): 2-QA y 1-CCE y HPV 38 (n=1): 1 QA.  En todas las lesiones en 
las que se pudo cuantificar el ADN viral [LB(n=1), QA(n=16), CCE(n=4) y CCB(n=1)],  se 
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obtuvieron valores bajos de carga  (<10 copias /célula) para los diferentes genotipos 
ensayados (Figura 28). 
 
                 
Figura 28. Cuantificación  de los HPV cutáneos  lesiones  de pacientes sin epidermodisplasia 
verruciforme 
 
 
En la figura se incluyeron las cargas virales detectables  
 
 
Lesiones de pacientes con EV:  En las dos muestras analizadas de 1 paciente con EV, los 
resultados fueron: para la lesión benigna (HPV tipos: 5, 9, 15), las cargas virales de 
todos los genotipos fueron bajas (<10copias/célula), mientras que para la CCE (HPV5) se 
obtuvo un valor entre 101-500 copias/célula. 
 
 Lesiones de distinta gravedad en pacientes trasplantados: se determinaron las cargas 
virales correspondientes  4 tipos: HPV8 (n=9): 1-QA, 6-CCE y 2-CCB; HPV9 (n=2): 2 QA;  
HPV15 (n=2): 2-QA; HPV23 (n=2): 2-CCE.  De las 5 muestras en las que se pudo 
cuantificar alguno de ellos,  en 2 CCE en las que se detectó HPV8, se observaron 
valores de carga viral altos (101-500 copias/célula), en el resto de las lesiones  [QA 
(n=3)] se obtuvieron valores bajos de carga  (< 10 copias /célula) para los tipos 
ensayados (Figura 29). 
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Figura 29. Cuantificación  de los HPV cutáneos  en lesiones de pacientes trasplantados 
renales 
 
 
En la figura se incluyeron las cargas virales detectables  
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6. DISCUSIÓN 
 
 
Dentro de los HPV, los virus que infectan la piel constituyen un grupo particular.  
A diferencia de los tipos virales que infectan las mucosas, los cuales se agrupan en el 
mismo género filogenético (género alfa), los HPVc muestran una gran heterogeneidad 
genética que los ubica, según la clasificación taxonómica actual, en cinco géneros: alfa, 
beta, gamma, mu y nu (Bernard, y col., 2010).  Debido a ello, y sumado a la frecuente 
presencia de infecciones múltiples, no ha sido posible hasta el momento desarrollar 
una única estrategia metodológica que permita la identificación de todos los 
genotipos que infectan la piel; por otro lado, el bajo número de copias reportado en 
las diferentes lesiones de piel, hace necesaria la aplicación de técnicas altamente 
sensibles. Estas dificultades experimentales demoraron los avances en su 
conocimiento.   
A nivel mundial, pocos grupos han abordado el estudio de estos virus y su 
relación con el desarrollo de CCNM.  En nuestro país y la región existen escasos datos 
acerca de la prevalencia de la infección por HPVc en lesiones de piel, tanto en 
individuos inmunocompetentes como trasplantados.  Este trabajo de tesis contribuye 
a profundizar  los conocimientos en esta área. 
A fin de detectar en forma rápida, sensible y específica un amplio espectro de 
tipos de HPVc, en el presente trabajo se usaron sistemas que combinan PCR con 
hibridaciones empleando un conjunto de 35 oligosondas tipo-específicas, 
correspondientes a los géneros alfa, beta y gamma, en una única reacción (PCR-RLB).  
Debido a que el tamaño de los productos amplificados es relativamente pequeño (72 y 
150 pb), la PCR alcanza un muy buen desempeño, tanto en materiales frescos (células 
y tejidos) como en cortes histológicos (biopsias fijadas y embebidas en parafina); en 
consecuencia, la técnica resulta de elección para estudios de investigación 
epidemiológica, permitiendo realizar análisis retrospectivos en muestras de archivo.  
Por otro lado, debido a que se identifica a cada tipo viral de manera independiente, 
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hace posible la detección de infecciones múltiples, muy frecuentes en la piel (Brink y 
col., 2005; Nindl y col., 2007b) 
A pesar de las numerosas ventajas de la PCR-RLB, debe tenerse en cuenta que 
no permite identificar nuevos tipos virales, ya que la detección queda acotada a los 
tipos virales ya descriptos, representados por las oligosondas usadas.  Aunque existen 
razones para pensar que todavía quedan numerosos genotipos sin identificar, se 
acepta que aquellos HPVc con más alta circulación y mayor relevancia clínica, ya 
habrían sido caracterizados y forman parte de los sistemas empleados (Howley y 
Pfister, 2015).  En nuestro estudio, esto ha sido avalado por la confirmación de los 
resultados negativos obtenidos al reprocesar las muestras que habían resultado HPV 
negativas por PCR-RLB, empleando otras técnicas tales como PCR anidada.  
En las muestras de piel sana incluidas en este trabajo, se observó una 
prevalencia de HPVc del 87,1% (n=200), valor similar al obtenido en Suecia (>70 %) 
(Hazard y col., 2007) e Inglaterra (84%) (Harwood y col., 2004).  Sin embargo, en un 
estudio previo realizado en nuestro país (n=71) la frecuencia hallada fue menor (69%) 
(Chouhy y col., 2010), al igual que en otros  países  como  Australia (54%) (Chen y col., 
2008); Bangladesh  (68%), Japón (54 %), Zambia (42%) y Etiopía (52%) (Antonsson y 
col., 2003b).  Hemos encontrado un amplio abanico de tipos de HPVc (géneros beta, 
alfa y gamma), sin ningún predominio en particular, semejante a lo reportado por 
otros investigadores (Berkhout y col., 1995; Astori y col., 1998; Forslund y col., 1999; 
Antonsson y col., 2000).  Más allá de las diferencias porcentuales, queda en evidencia 
que la piel sana es portadora de diferentes HPVc, que se encontrarían como simples 
pasajeros produciendo infecciones asintomáticas sin ninguna expresión clínica de 
infección.   
En algunos trabajos se informó una mayor detección de HPVc en piel sana de 
varones [64% (varón) versus 36% (mujer)] (Strujik y col., 2003);  en nuestro trabajo, no 
se encontró diferencias en cuanto al sexo, coincidiendo con otros investigadores (de 
Koning y col., 2007).  
La asociación entre la edad de los individuos y la positividad para HPV ha sido 
observada por diversos autores en países europeos (Antonsson y col., 2000; de Koning 
y col., 2007).  Según se argumenta, a medida que aumenta la edad se deteriora el 
sistema inmune, lo que facilitaría la reactivación de infecciones ya adquiridas, aunque 
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también podría significar un número mayor de nuevas infecciones (Pawelec y Larbi, 
2008).  En el presente estudio no hemos encontrado esta asociación; esto podría 
deberse, a que la mayoría de los individuos incluidos en el mismo eran menores de 60 
años, mientras que en los otros trabajos mencionados las edades de los individuos 
eran superiores. 
Las infecciones en la piel con múltiples tipos virales en la piel han sido 
frecuentemente informadas.  En nuestro trabajo se observó un valor superior (75,2%) 
al hallado en Holanda (60%) (de Koning y col., 2007).  La elevada detección de 
coinfecciones con diversos tipos virales podría explicarse por la inmunosupresión local 
ocasionada por la alta exposición solar en  la localización anatómica hisopada (la 
frente).  Los hallazgos de este estudio refuerzan datos previos sobre la ubicuidad y 
multiplicidad de genotipos de HPVc en la piel sana.  
La primera evidencia de asociación entre los HPVc, en particular los β-HPV y 
CCE  fue demostrado en pacientes con EV (Jablonska y col.,1972; Orth, 1986), siendo 
los HPV tipos 5 y 8 detectados en más del 90% de estas neoplasias (Pfister, 2003; 
Dell´Oste y col., 2009).  En nuestro estudio, también se identificaron estos tipos en las  
muestras de CCE,  lo que  reafirma los hallazgos previos.  La información acumulada 
permitió que en el año 2007, los tipos 5 y 8 hayan sido clasificados por la IARC como 
"posibles carcinógenos" (Grupo 2B) en pacientes con EV (Bouvard y col., 2009).  Esto 
impulsó a los investigadores a explorar la posible asociación etiológica de estos virus 
con los  CCE de los individuos sin EV.  
En las lesiones benignas de pacientes sin EV incluidas en este estudio, se 
encontró HPVc en más del 50% de las verrugas y algunos casos de queratoacantomas 
(QAc) (28,5%).  Se sabe que la mayoría de las verrugas de la piel contienen tipos de 
otros géneros distintos al beta (Majewski y Jablonska, 2003).  La etiología viral de las 
verrugas es bien conocida, vinculada a infecciones productivas; la falta de detección 
del ADN viral en algunas de estas lesiones analizadas en el presente trabajo, podría 
deberse a que los agentes causales sean otros tipos virales que no están cubiertos por 
los ensayos utilizados.  En el caso de los QAc, no hay evidencia de una asociación 
etiológica viral, aunque existen algunos pocos datos publicados que reflejan niveles de 
detección de HPVc cercanos al 30 %, similares a los encontrados en este estudio 
(Forslund y col., 2003). 
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La queratosis actínica es considerada como una lesión preneoplásica, que se 
clasifica en diferentes grados histológicos de acuerdo a la atipia de los queratinocitos 
de la epidermis.  Estas lesiones pueden progresar a CCE, por lo general después de 10-
20 años (Roewert-Huber y col., 2007).  Las frecuencias de HPVc reportadas en estas 
lesiones varían en un amplio rango (36 al 93%)  (Forslund y col., 2003; Pfister y col., 
2003; Mackintosh y col., 2009).  En el presente trabajo, la frecuencia de HPVc en las 
QA fue de 43,4%, valor muy similar al informado por otros investigadores en 
Alemania, 47% (Schneider et al., 2013) y en Escocia, 40%  (Mackintosh et al., 2009);  
sin embargo, difieren a lo encontrado en un estudio previo en nuestro país, en el cual 
no se detectó ADN de HPVc en las 8 lesiones QA analizadas (Chouhy y col., 2010); es 
probable que esta aparente discrepancia provenga en realidad de un sesgo generado 
por el muestreo. 
 En todas las QA evaluadas en el presente trabajo, se encontró al menos un β-
HPV, frecuencia mayor a la observada por otros investigadores (Mackintosh y col., 
2009; Schneider y col., 2013); dado que se trata de una lesión preneoplásica, el 
predomino de estos tipos reforzaría la hipótesis de un rol de estos virus en los 
primeros estadíos de la carcinogénesis cutánea.  
La posible relación entre ciertos tipos de HPVc y el desarrollo de cáncer cutáneo 
no melanoma (que incluye al CCB y CCE) ha cobrado gran importancia en las últimas 
décadas.  La frecuencia de detección de HPVc en carcinoma de células escamosas de 
pacientes sin EV varía considerablemente (27 al 70%).   En EE.UU se han informado 
valores entre el 55 y 66% (Asgari y col., 2008; Iannacone y col., 2012), en Escocia, 51% 
(Mackintosh y col., 2009), en Suecia, 43% (Forslund y col., 2003) y en Inglaterra, 31% 
(Shamanin y col., 1996).   En el presente estudio, se obtuvo una frecuencia que se 
encuentra dentro del rango mencionado (31,1%), con un valor coincidente con el  de 
Inglaterra.  Asimismo, identificamos al menos un β-HPV en el 100% de los CCE.  Más 
recientemente, el mayor metaanálisis realizado hasta el momento que evaluó 14 
estudios llevados a cabo en Europa y EE.UU, e incluyó  3.112 casos con CCE y 6.020 
controles, proporcionó información a favor de una posible asociación de los β-HPV con 
el desarrollo de CCE en pacientes inmunocompetentes (Chahout y col., 2015).  En 
concordancia con este estudio, nuestros  datos consolidan la relevancia  de estos virus  
en esta neoplasia. 
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Aunque los β-HPV se presentaron en todos los CCE de los pacientes sin EV, 
observamos una variedad de genotipos, en coincidencia con estudios previos [Howley 
y Pfister, 2015].  Los virus más frecuentemente identificados  en este trabajo (HPV8, 
20, 17, 5 y 9),  difieren de los encontrados en otras regiones, como Europa (HPV23, 36, 
24 y 15); Australia (HPV23, 15, 36 y 38) (Bouwes Bavink y col., 2010) y en  EEUU 
(HPV38, 23, 17, 5, 24 y 21) (Iannacone y col., 2012).  En caso de confirmarse el rol 
etiológico de estos virus en la carcinogénesis cutánea, estas probables discrepancias 
en los patrones de tipos deberán clarificase para la eventual consideración de 
fórmulas vacunales para la inmunoprevención (Vinzon y col., 2014;  Howley y Pfister 
2015). 
Varios autores han analizado la presencia de HPVc en carcinoma de células 
basales en individuos inmunocompetentes;  la frecuencia  encontrada  en el presente 
trabajo (16,7%) fue menor a la hallada en otras regiones: 60% en Suecia (Forslund y 
col., 2003), 52% en Alemania (Meyer et al., 2001) y 25,7 % en España (Escutia y col., 
2011).  Sin embargo, la detección de β-HPV que encontramos (81,3%)  superó a la 
observada en EEUU (50,4%) (Iannacone y col., 2013).  Teniendo en cuenta que el HPV 
replica exclusivamente en los queratinocitos y depende de su diferenciación en el 
epitelio para completar su ciclo de vida (Aldabagh y col., 2012), sería menos probable 
su asociación etiológica con los CCB cuyo origen histológico no es escamoso.  Algunos 
estudios seroepidemiológicos  no apoyan esta asociación (Karagas y col., 2006; Escutia 
y col., 2011), mientras que otros autores han sugerido una probable relación causal, al 
menos con una categoría histológica especial representada por el subgrupo de los CCB 
gigantes (Northington y col., 2004).  
La presencia de infecciones múltiples por HPVc ha sido descripta a menudo en 
las lesiones de piel (Nindl et al., 2007a; de Koning et al., 2009; Neale et al., 2013). En 
armonía con esto, en los pacientes sin EV del presente trabajo, estas coinfecciones 
fueron más comunes en LB/QA (47,3%, 26/55), mientras que en los CCNM, se detectó 
una proporción menor (23.1%, 9/39) [p=0.019, OR=0.30 IC95%(0,12-0.90)].  Esto 
podría asemejarse a lo descripto para la carcinogénesis inducida por HPV mucosos, en 
la cual en sintonía con su origen monoclonal, a medida que aumenta la gravedad de la 
lesión disminuyen las coinfecciones; en el cuello uterino se ha demostrado por 
microdisección que cada lesión es producida  por un solo virus  (van der Marel y col., 
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2015).  Sin embargo, hay que tener en cuenta que, según lo postulado para la 
carcinogénesis cutánea, el virus actuaría en los estadios tempranos, no requiriéndose 
su presencia para mantener el fenotipo transformado (Akgül y col., 2006; Nindl  y col., 
2007; Howley  y Pfister, 2015) 
Dentro de la cohorte sin EV, en un subgrupo de 10 pacientes se pudo acceder a 
dos muestras de lesiones diferentes (QA y CCE) presentes en el mismo paciente.  En 6 
de ellos, se detectó HPV sólo en la muestra de QA; esto probablemente se deba a que 
las QA se relacionan con un mayor número de copias virales que el CCE (Weissenborn 
y col., 2005).  En uno solo de estos pacientes, ambas lesiones fueron HPV20 positivas: 
en la QA (frente) se encontró una infección múltiple y en el CCE (mejilla) hubo 
infección simple.  En Argentina, un estudio anterior ha reflejado un predominio de β-
HPV en diferentes lesiones de piel,  siendo el HPV20 uno de los virus más 
frecuentemente detectados, pero sin asociación con una patología en particular 
(Chouhy y col., 2010).  En este escenario, el HPV20 podría ser considerado como un 
tipo viral altamente circulante en nuestra población y merecería un enfoque  más 
exhaustivo. 
Algunos estudios sobre la  historia natural de las infecciones por los HPVc 
enfatizan la necesidad de diferenciar entre las infecciones transitorias y las 
persistentes, especulando con la idea de que las infecciones persistentes con β–HPV 
en las QA tendrían más probabilidades de desarrollar lesiones preneoplásicas (con 
morfología nuclear atípica), que luego podrían progresar a CCE (Howley y Pfister, 
2015).  En nuestro trabajo, sin embargo, las lesiones QA y CCE estudiadas en estos 10 
pacientes, estaban ubicadas en diferentes sitios anatómicos, por lo que no nos 
permitió evaluar este potencial espectro de progresión. 
 En la población trasplantada, el CCNM representa una de las mayores causas 
de morbilidad y en muchos casos de mortalidad  después del trasplante (Proby y col., 
2011; Nindl y Rösl, 2008, Burton y col., 2016).  Estos tumores presentan características 
epidemiológicas y biológicas propias, diferentes a la población general; son más 
frecuentes (hasta en 250 veces para el CCE) y más agresivos (Berg y Otley, 2002).   
En el presente trabajo, la frecuencia  de detección de HPVc en lesiones de 
pacientes trasplantados (62,9%) fue menor a la observada en España e Italia (73,3 y 
85%, respectivamente) (Bernat Garcia y col., 2013;  Borgogna y col., 2015), y  algo 
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mayor (44 %) a la hallada en Escocia (Mackintosh y col.,  2009).  De todos modos, se 
trata de frecuencias elevadas, que podrían relacionarse al inmunocompromiso, similar 
a lo que sucede con muchas otras infecciones virales que afectan a la población 
trasplantada  (Piselli y col., 2013; Accardi  y Gheit, 2014).  
Los β-HPV han sido frecuentemente detectados en lesiones QA y CCE (79%, 
Berkhout et al., 2000; 80%, Harwood et al., 2000); en nuestro grupo de trasplantados, 
al menos un β-HPV se encontró en casi la totalidad  de estas lesiones.  Los tres tipos 
virales que más frecuentemente identificamos (HPV8; HPV20 y HPV17), también 
fueron descriptos por otros investigadores, indicando su amplia distribución en 
pacientes trasplantados (Forslund y col., 2007; Bernat Garcia y col., 2013).  Este 
hallazgo añade evidencia sobre la importancia de los β-HPV, semejante a lo 
encontrado en no trasplantados. 
La presencia de infecciones múltiples por HPVc es un hallazgo muy común en la 
población trasplantada, habiéndose informado valores mayores al 50%  (Berkhout y 
col., 2000; Bernat Garcia y col., 2013;  Borgogna y col., 2015).  La frecuencia de 
infecciones múltiples obtenida en esta serie de pacientes fue menor (35,7%), similar a 
la obtenida en nuestras lesiones de pacientes no trasplantados.  Sin embargo, en 
nuestros pacientes trasplantados, se observaron proporciones similares de 
coinfecciones en las LB/QA versus los CCNM (36,4% 8/22; versus 35.3% 12/34) [p=1.0, 
OR=0.95 (95% (0.27-3.43)], a diferencia de lo encontrado en no trasplantados.  Si bien 
desde el punto de vista estrictamente estadístico estas poblaciones no serían 
comparables (varios pacientes trasplantados aportaron más de una lesión y el n total 
es acotado),  se nota una tendencia de proporción de coinfecciones semejante en las 
lesiones de los trasplantados, independiente de su gravedad; esto podría estar 
asociado a la acumulación o reactivación de infecciones no resueltas a causa de la 
inmunocompromiso (Accardi  y Gheit, 2014). 
 Cuando se evalúan los resultados de detección viral del presente trabajo, debe 
tenerse en cuenta  que las muestras analizadas fueron diferentes.  En el caso de la piel 
sana, se trató de células en descamación que están expuestas al medio ambiente, por 
lo que los virus encontrados podrían ser fruto de una infección transitoria o reflejar 
una contaminación de la superficie cutánea con viriones que se eliminan 
productivamente de otra partes del cuerpo, o incluso de otros sujetos.  Por otro lado, 
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las lesiones involucran tejido extraído en la profundidad del epitelio (biopsia), por lo 
cual la presencia viral tendría una asociación etiológica más directa con la enfermedad 
diagnosticada por histología. 
Asimismo, debe mencionarse que las diferencias en las frecuencias de detección 
de los HPVc disponibles (tanto las publicaciones previas como el presente trabajo), en 
lesiones como también en la piel normal,  pueden reflejar las distintas características y 
sensibilidades analíticas de los ensayos usados para la detección y genotipificación 
viral.  Esta situación ha ido mejorando con el tiempo, aunque aún persiste la dificultad 
metodológica debida a la gran complejidad de este grupo de virus, como se explicó 
anteriormente.   
La mayoría de los estudios realizados hasta el momento para demostrar una  
posible asociación entre los HPVc y el desarrollo de CCNM, se basan principalmente en 
la detección del ADN viral en tumores y en la respuesta serológica.  En este trabajo de 
tesis se sumó la cuantificación de estos virus como una herramienta más para 
profundizar el conocimiento de este tema. 
Se cuenta con muy escasas publicaciones que enfocan la cuantificación de HPVc 
(Weissenborn y col., 2005; Borgogna y col., 2014), que además muestran 
inconsistencias en los resultados.  Esto puede deberse a numerosos factores, tales 
como: tipos y cantidad de  muestra clínica a analizar (hisopados, folículos pilosos, 
biopsias), diseño de la reacción PCR-TR, controles usados para estandarizar los 
ensayos, valor de corte asignado, forma de expresar los resultados (nº copias/célula; 
nº de copias por X cantidad de células), etc; sumado a esto, la falta de estándares 
internacionales para los HPVc dificulta la comparación de los resultados obtenidos en 
los distintos estudios.   
En esta tesis, se determinó la carga viral de 13 β-HPV que fueron seleccionados 
por ser los virus de mayor frecuencia mundial y por ser los que  más interés despiertan 
en relación a su probable rol oncogénico (Pfister, 2003; de Koning y col., 2009; Proby y 
col., 2011; Schaper  y col., 2005; Viarisio y col., 2005).  Todas la muestras incluidas 
para el análisis de la cuantificación viral, habían resultado previamente HPV positivas 
por PCR-RLB para alguno de estos 13 genotipos;  sin embargo, en algunos casos, la 
carga viral resultó no detectable.  Esto puede deberse a la menor cantidad de ADN 
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blanco puesta en la reacción de PCR-TR en comparación con la usada previamente en 
la PCR-RLB (2 l versus 10 l, respectivamente).  
Este análisis de cuantificación se llevó a cabo en los mismos grupos en los que se 
investigó la prevalencia viral: piel sana, lesiones en pacientes no trasplantados y  
trasplantados renales.   
Este trabajo aporta los primeros datos de la carga de HPVc en la piel sana.  De 
las 133 hisopados analizados, la mayoría (>80%) mostró valores bajos a moderados 
(≤50 copias/célula).  Una especulación es que los tipos virales más ampliamente 
distribuidos estarían presentes con cargas bajas a moderadas, como un signo de la 
adaptación evolutiva de los mismos para reducir la patogenicidad;  esto los señalaría 
como simples pasajeros, más que como el agente causal de una futura lesión. 
De los tres pacientes con EV, se pudieron analizar dos muestras (1 CCE y 1 LB) 
correspondientes a un mismo paciente.  En la CCE se detectó un valor alto de carga 
para HPV5 (mayor de 100 copias/célula).  Esto está en concordancia con los estudios 
publicados que han informado un alto número de copias  (entre 100 y 300 
copias/célula) para los CCE en pacientes con EV (Nindl y col., 2007; Pfister, 2003).  En 
la LB de este paciente, se obtuvieron valores cargas virales bajas (menores de 10 
copias/célula) para los HPV5, 9 y 15.   Considerando que se trató de una verruga plana 
de la mano, habitualmente asociada a una infección productiva (elevada cantidad de 
viriones), se puede pensar que estos virus cuantificados nos serían los causantes de la 
lesión; probablemente, estaría producida por algún otro HPVc no analizado en la 
cuantificación, o eventualmente por algún otro tipo viral no incluido entre los 35 
evaluados en la tipificación. 
En los pacientes sin EV, se pudieron cuantificar ocho tipos (HPVc  5, 8, 9, 15, 
20, 23, 24 y 38) en 36 muestras con diagnóstico histológico de QA, CCE y CCB.  Las 
cargas virales obtenidas resultaron bajas (menores a 10 copias/célula).  El único 
trabajo realizado hasta el momento de cuantificación de HPVc en QA reportó valores 
mayores que en CCE (Weissenborn y col., 2005), aunque los resultados no son 
comparables con los nuestros por tratarse de metodologías diferentes. 
Los β-HPV han sido detectados frecuentemente en los CCE, con valores de 
carga viral muy bajos (habitualmente menores a 1 copia/célula) (Weissenborn y col., 
2005; Purdie y col., 2005).  En coincidencia con esto, en el presente trabajo, los 4 CCE 
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analizados presentaron valores de carga para HPV9, 20 y 24 menores a 10 
copias/célula.  Esto estaría en línea con lo postulado para los HPVc en cuanto a que 
tendrían un rol en el inicio de la carcinogénesis y no en el mantenimiento del fenotipo 
maligno, marcando un claro contraste con los cánceres cervicales (zur Hausen y col., 
1996).  
  Si bien el interés por el estudio de los HPVc en los pacientes trasplantados ha 
cobrado mayor auge en los últimos años,  aún la información  es muy escasa  y se  ha 
enfocado sólo en los CCE.  Nuestro trabajo es el primero que cuantificó HPVc en QA 
obteniendo valores de carga bajos (menores a 10 copias/célula) en las 3 muestras 
analizadas.  Si bien no contamos con estudios previos para poder realizar un análisis 
comparativo, hubiéramos esperado valores más altos a los obtenidos, considerando lo 
reportado para las QA en la población general y el efecto adicional de la 
inmunosupresión; sin embargo, cualquier especulación se ve limitada por el muy 
reducido tamaño de nuestra serie.   
En 2 de los 9 CCE evaluados en trasplantados,  se obtuvieron valores  altos de 
carga para HPV8 (100-500 copias/célula), hecho no observado en ninguno de los 
pacientes no trasplantados.  Una de estas muestras de CCE correspondió a un 
paciente del seguimiento retrospectivo HPV8 positivo que desarrolló un segundo CCE 
un año después, en el que se detectó el mismo virus (tabla 20).  Se ha estimado que 
un 14% de los pacientes con CCE presentarán un nuevo carcinoma en un período de 5 
años (Stang y col., 2007; Aceituno-Madera y col., 2010).  Si bien el escaso número de 
casos evaluados no nos permite realizar un análisis más exhaustivo, hay estudios que 
muestran  que una alta carga viral para HPV8 estaría asociada con el desarrollo de CCE 
(Wiessenborn y col., 2012; Neale y col., 2013).  
La radiación UV es el factor de riesgo más importante en la carcinogénesis  
cutánea; la exposición de la epidermis, particularmente a la radiación UV-B (280-320 
nm), ejerce principalmente dos efectos biológicos: por un lado, el daño del ADN 
genómico y mitocondrial de la célula y por el otro una inmunosupresión local, 
evitando el reconocimiento por el sistema inmune de la célula mutada (Akgül y col., 
2006); ambos efectos podrían aumentar la susceptibilidad a la infección por HPVc, la 
que a su vez, podría cooperar o actuar como co-factor en el proceso de la 
carcinogénesis cutánea. 
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Se ha demostrado que la exposición prolongada a la luz solar y la regeneración 
de la piel podrían favorecer la replicación de β-HPV (Akgül y col., 2006; Vasiljevic y col., 
2008);  además, como ya se mencionó, se sabe que la proteína E6 de ciertos β-HPV 
puede afectar la reparación del ADN o inhibir la apoptosis, luego de la exposición a la 
radiación.  Como resultado, los queratinocitos infectados y además con su ADN 
dañado podrían sobrevivir, dando inicio al desarrollo de lesiones preneoplásicas  como 
la QA, potencial precursora del CCE (Jackson y col., 2000; Leverrier y col., 2007; 
Muench y col., 2010).  En base a esto, se postula un rol de los β-HPV en los estadíos 
iniciales de la carcinogénesis, posiblemente por un mecanismo del tipo “hit and run” 
(Figura 30): actuarían sinergísticamente con la radiación en la generación del daño 
(permanencia de mutaciones e inhibición de la apoptosis) y serían eliminados una vez 
establecido el fenotipo maligno (Purdie y col., 1993; Nindl y col., 2007). En los 
individuos trasplantados, en presencia de inmunosupresión crónica, estos 
mecanismos estarían exacerbados (Quint y col.,  2015). 
 
Figura 30. Modelo de Carcinogénesis cutánea 
 
                                                                                                      (Adaptado de Nindl y col., 2007) 
 
Además de la exposición solar de las personas que trabajan en la intemperie, en 
las últimas décadas se ha evidenciado a nivel mundial un pronunciado incremento del 
hábito de tomar sol vinculado a razones estéticas, que ha generado un aumento de la 
incidencia de cánceres de piel en poblaciones de piel blanca (Lucas  y col., 2006).   En 
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nuestro país,  esta costumbre es muy popular, y muchas veces se realiza sin tener en 
cuenta el tiempo y la protección requerida.    
Algunas publicaciones han informado sobre una asociación positiva entre la 
presencia de HPVc y el mayor tiempo de exposición al sol (Forslund y col., 2007; 
Bernat Garcia y col., 2013), mientras que otros no confirman este hallazgo (Harwood y 
col., 2004).  En coincidencia con esto último, en este estudio, en los hisopados de piel 
sana, no se observó ninguna asociación.  Tampoco se encontraron diferencias 
estadísticamente significativas en cuanto a la presencia viral y el fototipo de la piel; 
esta falta de asociación podría deberse a que los tipos de piel más frecuentes de la 
población analizada (fototipos III y IV) son los menos sensibles a la radiación UV.  Por 
otro lado, en los grupos de pacientes trasplantados y no trasplantados, la falta de 
datos sobre fototipos y el tiempo de exposición a la radiación UV no nos permitió 
hacer este análisis; aunque se intentó hacer una aproximación al evaluar la presencia 
viral en relación a la localización anatómica de las lesiones, sin encontrar diferencias. 
En resumen, en esta tesis se llevó a cabo un exhaustivo trabajo de 
implementación de nuevas técnicas para el estudio de los HPVc no existentes en 
nuestro medio.  La elevada frecuencia de HPVc  obtenida en piel sana que confirma la 
ubicuidad de estos virus en la piel,  mostrando un amplio espectro de tipos virales de 
los tres géneros (α-HPV;  β-HPV y γ-HPV) (Figura 31).  Sin embargo, en las lesiones, la 
variedad de los HPVc se fue acotando, y a medida que aumentó la gravedad de las 
mismas (QA y CCNM), comenzó a observarse un predominio de los β-HPV, marcando 
una tendencia creciente en la proporción de HPV5 y/o HPV8 en los CCNM.  Esto apoya 
la evidencia epidemiológica del rol de los β-HPV en la carcinogénesis cutánea e 
incentiva el desarrollo de nuevos estudios para profundizar está área temática. 
Este trabajo es uno de los más extensos que proporciona información sobre la 
frecuencia de los HPVc y la distribución de los diferentes tipos virales en la piel sana y 
lesiones de distinta gravedad; en especial, aporta los primeros datos sobre HPVc en 
CCNM en Latinoamérica.   
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Figura 31.  Esquema que representa  los diferentes patrones de HPV cutáneos hallados  en la 
piel sana y en las  lesiones de distinta gravedad 
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7. CONCLUSIONES 
 
Las principales conclusiones que surgen de este trabajo de tesis son: 
 
- Los ensayos moleculares implementados para la detección y tipificación de los HPVc 
demostraron ser muy útiles para la identificación rápida, sensible y específica de un 
amplio espectro de tipos virales, tanto en infecciones simples como múltiples.  
Asimismo, mostraron un muy buen desempeño para muestras en fresco (células o 
tejidos), así  como también para tacos de biopsia; por lo tanto, se trata de una 
estrategia de elección para estudios epidemiológicos, incluyendo el material de 
archivo. 
 
- Las diferencias en las frecuencias de detección de los HPVc disponibles 
(publicaciones previas y presente estudio), tanto en lesiones como en la piel sana, 
pueden reflejar las distintas características y sensibilidades analíticas de los ensayos 
usados para la detección y genotipificación viral.  Esta situación ha ido mejorando con 
el tiempo, aunque aún persiste la dificultad metodológica debida a la notable 
multiplicidad de este grupo de virus. 
 
- La alta positividad para HPV observada en piel normal y el amplio espectro de tipos 
virales identificados (géneros α, β y γ) confirmaría la ubicuidad de estos virus.  Sin 
embargo, en las lesiones el espectro de los genotipos encontrados se fue acotando, y 
a medida que aumentó la gravedad de las mismas, comenzaron a predominar los β-
HPV, observándose una tendencia creciente en la proporción de HPV5 y/o HPV8 en los 
CCNM; estos virus estuvieron siempre presentes en los CCE  de los pacientes con EV.  
Todo esto suma evidencia epidemiológica en apoyo de un posible rol de estos virus en 
la carcinogénesis cutánea. 
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- En los individuos trasplantados, la detección de β-HPV en lesiones QA y CCE fue 
semejante a la encontrada en los individuos no trasplantados, lo que añade evidencia  
sobre la importancia de estos virus en ambas poblaciones. 
 
- La presencia de infecciones múltiples en las lesiones tanto de individuos con y sin EV 
como en trasplantados renales podría indicar, de manera similar a lo observado en 
mucosas, una ¨tolerancia¨ de los distintos virus para coexistir en el mismo nicho 
biológico, aunque la epidemiología de esta infecciones ha sido muy poco estudiada 
para los HPVc.   
 
- Este trabajo aporta información valiosa sobre la frecuencia de HPVc tanto en piel 
sana como en lesiones de distinta gravedad. En caso de confirmarse su contribución a 
la carcinogénesis cutánea, las probables discrepancias entre los virus más 
frecuentemente identificados en este trabajo con respecto a los tipos virales 
encontrados en otras regiones, deberán clarificase para la eventual consideración de 
estrategias futuras de inmunoprevención. 
  
- Este estudio aportó los primeros datos de carga viral en nuestro país y en la región; si 
bien los resultados obtenidos no fueron concluyentes, consolida una alternativa para 
profundizar los conocimientos en el tema.  
 
- El desarrollo de esta tesis aportó como valor adicional, la conformación de un grupo 
multicéntrico y multidisciplinario integrado por virólogos, dermatólogos, nefrólogos y 
patólogos,  con el objetivo de  estudiar de manera integral, la infección por HPVc  y su 
patogenia, en especial el contexto de la inmunosupresión.  Asimismo, el exhaustivo 
trabajo de implementación de técnicas para la tipificación y cuantificación viral, podrá 
ser transferido a otros laboratorios del país y de la región, en el marco de las 
actividades como Laboratorio Nacional y Regional de Referencia  de HPV. 
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ANEXO 1. 
Aprobación del comité de ética 
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ANEXO 2 
 
a- Consentimiento Informado I 
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA PARTICIPACIÓN EN EL 
PROYECTO: “EPIDEMIOLOGÍA MOLECULAR DE LOS VIRUS PAPILOMA 
HUMANO (HPV) CUTANEOS: SU DETECCIÓN Y TIPIFICACIÓN EN LESIONES 
DE PIEL”. 
 
Explicación introductoria para los pacientes  
  
Sr./Sra.:   
              En el contexto de nuestra tarea de cuidado y prevención de la salud, realizamos 
diferentes trabajos de investigación para conocer más sobre las causas de las 
enfermedades y poder evitarlas o curarlas de la mejor manera.  Entre ellos, el proyecto 
cuyo título se encuentra en el encabezado, enfoca el estudio de la infección de un virus 
llamado Papiloma Humano (cuya abreviatura es “HPV”) y su acción en las lesiones de 
piel; este estudio lo realizamos en conjunto con investigadores del Instituto Nacional de 
Enfermedades Infecciosas – ANLIS “Dr. Malbrán”.   
           Este proyecto incluye la realización de análisis adicionales sobre la misma  
muestra  que es necesaria para realizar el diagnóstico,  ya sea durante los controles 
habituales o las prácticas terapéuticas que se le realicen. Los resultados obtenidos de 
este estudio, tienen únicamente el propósito de investigación y serán entregados al 
médico  responsable. No se tomará ninguna muestra con el único fin de ser utilizada 
en forma exclusiva para el presente proyecto, por lo que no habrá molestias ni 
riesgos adicionales para Ud. y no serán utilizadas con otros fines, asegurando demás 
su confidencialidad.   
             Por todo lo expuesto solicitamos su autorización para poder incluirla en el 
estudio.   
  
  
CONSENTIMIENTO INFORMADO  
  
    Autorizo a que el material de biopsias de localización en piel sea utilizado en un 
trabajo de investigación para detección y tipificación del virus papiloma humano,  en el 
marco de lo que me fue explicado en el texto anterior.  
  Aclaro que he leído y entendido cada párrafo de este texto, con los que he acordado.  
   
  
Fecha:…………/…………/…………  
Firma:………………………………..  
Carácter en que firma:……………………………….  
Tipo y Nº de documento……………………………….  
Domicilio:………………………………  
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b- Consentimiento Informado II (pacientes Trasplantados) 
Título del estudio: “EPIDEMIOLOGÍA MOLECULAR DE LOS VIRUS PAPILOMA HUMANO 
(HPV) CUTÁNEOS: SU DETECCIÓN Y TIPIFICACIÓN EN LESIONES DE PIEL EN PACIENTES 
TRASPLANTADOS RENALES”.  
Investigadores Principales del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) – 
Administración Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS) “Dr. Carlos 
Malbrán”:Rita Mariel Correa, MSc.;  Av. VélezSarsfield 563, CABA. TE.: 011-43017428, int. 
204; María Alejandra Picconi, PhD. Av. VélezSarsfield 563, CABA. TE.: 011-43017428, int. 
204. 
Investigadora asociada del Hospital Universitario Austral: María Walker. Pte. Perón 1500, 
Derqui, Pilar. TE.: 0230-448-2487 
 
Le estamos pidiendo que autorice la recolección y uso de las muestras de lesiones de piel 
durante la realización del estudio“Epidemiología molecular de los virus papiloma humano 
(HPV) cutáneos: su detección y tipificación en lesiones de piel”. El estudio se realiza desde 
un centro nacional de estudio de virus. Esto permitirá conocer mas al virus, mejorar los 
métodos para el diagnóstico específico del virus en las lesiones de piel y probar si son, o 
no, más frecuentes en los pacientes trasplantados.  
 
Su participación en este estudio es absolutamente voluntaria. Ud. es libre de elegir si 
participa o no, sin que ello le provoque inconveniente alguno en su atención médica.  
Lea toda la información que se le ofrece en este documento y haga todas las preguntas 
que necesite al investigador que se lo está explicando, antes de tomar una decisión. 
También lo alentamos a consultarlo con su familia, amigos y médicos de cabecera.  
 
¿Por qué se realiza este estudio?  
El HPV es un virus ampliamente distribuido en la población general que produce verrugas 
en piel o mucosas. Se conocen más de 170 tipos distintos del virus y algunos de estos tipos 
se relacionaron con la aparición de lesiones pre malignas (precancerosas) y malignas en la 
piel. En personas inmunocomprometidas, como los trasplantados de órganos solidos 
como el riñón, se ha visto que es más frecuente la aparición de estas lesiones, que en las 
personas sanas. El propósito de este estudio es investigar el papel que cumple el HPV en 
la aparición de estas lesiones de piel en pacientes trasplantados renales. Esto permitirá, 
entre otras cosas, contribuir a establecer nuevas medidas de prevención.  
 
¿Qué pasará si participo de esta parte del proyecto de investigación? ¿Qué estudios 
harán con mis muestras?  
Luego de que firme este Consentimiento Informado le tomaremos una o más biopsias 
delas lesiones de piel que Ud tenga (lesiones queratósicas o tumorales con sospecha 
clínica de naturaleza premaligna o maligna): luego de inyectarle anestesia en la zona de 
piel a biopsiar (anestesia local), se le  quitará entre 3 y 5 mm de piel con un método de 
rutina en la consulta dermatológica, ya sea con un sacabocado o con un bisturí.  
Se realizarán estudios de biología molecular, a fin de detectar si sus lesiones de piel tienen 
HPV, y cuál de ellos.  
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¿Qué riesgos podría tener si participo?  
La biopsia de la piel suele ser un procedimiento simple y rápido (tarda unos 10‐15 
minutos); sin embargo, algunos peligros o secuelas posibles son: 1) reacción a la 
anestesia, 2) sangrado excesivo, 3) hematomas (moretones), 4) infección en la zona de 
extracción y 5) cicatriz (queda una marca para siempre).  
Como se utilizarán datos de su historia clínica, también hay algún riesgo potencial para su 
privacidad, a pesar de que se tomarán todas las medidas necesarias para mantener la  
confidencialidad de sus datos personales y evitar que sea identificado.  
 
¿Qué se sabe de este tipo de estudios?  
En individuos inmunosuprimidospor trasplante de órganos sólidos, como es su caso, se ha 
observado una mayor frecuencia de cáncer cutáneo no melanoma (CCNM), comparada 
con la población general (250 veces mayor). El CCNM, en especial el 
carcinomaespinocelular, es el tumor maligno más frecuente en trasplantados, y su 
aparición aumenta  a medida que aumentan los años post trasplante. Estudios previos han 
mostrado una elevada frecuencia de HPV cutáneos en lesiones pre malignas (pre 
cancerosas) y en CCNM, pero el rol que cumple la presencia de este virus en el riesgo de 
desarrollar CCNM no está aún esclarecido. 
 
¿Cuánto tiempo me tomará participar en esta parte del estudio? Está previsto que su 
participación dure aproximadamente 1 hora y media. En primera instancia tomará una 
hora el día que se firme este consentimiento informado y se tomen las muestras de piel. Y  
otros30 minutos en una consulta posterior para control de las biopsias realizadas.  
 
¿Tendré beneficios por participar?  
Es probable (aunque no seguro) que Ud. no se beneficie con los resultados de este 
estudio; esperamos que sí sea útil para que los investigadores sepan más sobre el HPV en 
el futuro.  
 
¿Me darán información sobre los resultados del estudio, luego de su finalización?  
El investigador tendrá acceso a sus resultados. Si usted está interesado en conocerlos 
podrá preguntar por los mismos. De todas formas, el resultado no modificará la conducta 
con respecto al tratamiento de sus lesiones cutáneas. 
 
10) ¿Qué gastos tendré si participo del estudio?  
Ud. no tendrá gasto alguno relacionado a los procedimientos y materiales necesarios para 
esta investigación. También se le cubrirán los gastos médicos que requiera en caso de 
sufrir algún daño o lesión relacionada con la investigación. No se cubrirán estudios ni 
medicamentos que no estén relacionados con el estudio. 
 
¿Qué pasará si sufro algún evento adverso mientras participo en el estudio?  
El investigador principal será responsable de los daños que usted pueda sufrir en su salud 
como consecuencia de su participación en el estudio. Si durante el transcurso del mismo 
usted sufre un daño físico, una lesión o una consecuencia en su salud relacionada con los  
procedimientos que se realicen, se le proveerá toda la asistencia médica inmediata y 
necesaria para su tratamiento. Ud no tendrá ningún gasto.  
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Si esto ocurriera, comuníquese de inmediato con el médico del estudio, quien le dirá 
cómo debe proceder.  
El Hospital Austral ha contratado un seguro para la cobertura de daños secundarios a los 
estudios de investigación propios, en la compañía Swiss Medical, Av. Corrientes 
1865,  Teléfono 5239 6300, Póliza N° 550753.  
De todas formas, con la firma de este consentimiento informado usted no renuncia a los 
derechos que posee de acuerdo con el Código Civil y las leyes argentinas en materia de 
responsabilidad por daños. 
 
¿Puedo dejar de participar en cualquier momento, aún luego de haber aceptado?  
Usted es libre de retirar su consentimiento para participar en este estudio en cualquier 
momento sin que esto lo perjudique en su atención médica posterior; simplemente 
deberá notificar al investigador de su decisiónen forma oral o por escrito.  
Luego de que retire su consentimiento no se podrán obtener datos sobre Ud. y su salud, 
pero toda la información obtenida con anterioridad sí será utilizada.  
 
¿Puedo retirar mi consentimiento para la utilización de muestras biológicas, aún luego 
de haber aceptado?  
Si Ud. ha dado su autorización para almacenar sus muestras biológicas (el tejido que se le 
extrajo) para estudios a realizarse en el futuro, puede cambiar de opinión en cualquier 
momento. Debe notificar al médico del estudio en forma escrita sobre su decisión. 
 
¿Cómo mantendrán la confidencialidad de mis datos y muestras? 
El médico reunirá sus datos en una ficha.  Una vez que la muestra llegue al laboratorio, antes 
de que sea analizada, será re-etiquetada de manera que su nombre sea reemplazado con un 
código del laboratorio. Los registros médicos (historias clínicas) de la participación en este 
estudio serán confidenciales 
 
¿Cómo, dónde y cuánto tiempo se almacenarán mis datos y muestras?¿Cómo las 
destruirán luego de su utilización?  
Personal autorizado del laboratorio incluirá su información en una base de datos de una 
computadora que sólo podrá ser revisada o analizada por personal que participa en este 
estudio. Las muestras obtenidas se guardarán por 6 años en el Instituto “Dr. Carlos Malbrán”, 
por si hubiera que repetir algún análisis vinculado estrictamente al presente estudio, 
empleando nuevas tecnologías.  
 
Después de este período serán destruidos con los métodos que cumplan con los 
procedimientos del laboratorio o la institución.  
 
¿Puedo ser retirado del estudio aún si yo no quisiera?  
El investigador, el comité de ética, llamado Comité Institucional de Evaluación (CIE) y las 
autoridades regulatorias que supervisan el estudio pueden decidir retirarlo si consideran 
que es lo mejor para usted.  
 
¿Me pagarán por participar?  
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No se le pagará por su participación en este estudio. Además, ni la institución ni el 
investigador recibirán ningún pago por su participación en el estudio.   
 
¿Cómo mantendrán la confidencialidad de mis datos personales? ¿Cómo harán para que 
mi identidad no sea conocida?  
Los datos que lo identifiquen serán tratados en forma confidencial como lo exige la Ley. 
Salvo para quienes estén autorizados a acceder a sus datos personales, Ud. no podrá ser 
identificado y para ello se le asignará un código  interno compuesto por un  número 
correlativo al orden de llegada de las muestras al laboratorio. En caso de que los resultados 
de este estudio sean publicados en revistas médicas o presentados en congresos médicos, 
su identidad no será revelada.  
El titular de los datos personales (o sea usted) tiene la facultad de ejercer el derecho de 
acceso a los mismos en forma gratuita a intervalos no inferiores a seis meses, salvo que se 
acredite un interés legítimo al efecto conforme lo establecido en el artículo 14, inciso 3 de 
la Ley Nº 25.326. La DIRECCION NACIONAL DE PROTECCION DE DATOS PERSONALES, 
Órgano de Control de la Ley Nº 25.326, tiene la atribución de atender las denuncias y 
reclamos que se interpongan con relación al incumplimiento de las normas sobre 
protección de datos personales.  
 
¿Quiénes tendrán acceso a mis datos personales?  
Como parte del estudio, el Investigador Principal y todo el equipo de investigación 
tendrán acceso a los resultados de sus estudios. También pueden ser revisados por las 
agencias regulatorias nacionales (como ANMAT: Administración Nacional de 
Medicamentos, Alimentos y Tecnología Médica, dependiente del Ministerio de Salud de la 
Nación),el Comité Institucional de Evaluación (CIE) de la Facultad de Ciencias Biomédicas 
de la Universidad Austral y el Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos Aires.  
 
¿A quiénes puedo contactar si tengo dudas sobre el estudio y mis derechos como 
participante en un estudio de investigación?  
 
a) Sobre el estudio: contactar al Investigador Principal: 
Rita Mariel Correa, MSc.;Velez Sarsfield 563, CABA. TE.: 011-43017428, int 204. 
María Alejandra Picconi, PhD.;Velez Sarsfield 563, CABA. TE.: 011-43017428, int 204. 
En el Hospital Austral: María Walker; Pte. Perón 1500, Derqui, Pilar. TE.: 0230-448-2487. 
b) Sobre sus derechos como participante en un estudio de investigación:  
El presente trabajo de investigación ha sido evaluado por el Comité Institucional de 
Evaluación (CIE) de la Facultad de Ciencias Biomédicas de la Universidad Austral*, 
inscripto en el Registro Provincial de Comités de Ética en Investigación, dependiente del 
Comité de Ética Central en Investigación ‐ Ministerio de Salud de la Provincia de Buenos 
Aires con fecha 4 de junio de 2010, bajo el Nº 005/2010, Folio 35 del Libro de Actas Nº 1. 
Si Usted tiene alguna pregunta relacionada con sus derechos como participante en la 
investigación puede contactarse con el Comité Institucional de Evaluación, Presidente: Dra. 
Corina Busso al teléfono 0230‐4482617.  
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*El CIE es un grupo de personas independiente del investigador y del patrocinador, que 
evalúa y monitorea el estudio desde su inicio hasta su finalización, y cuya función es 
asegurar que su bienestar como participante sea preservado y sus derechos respetados.  
 
 
Título del estudio:“EPIDEMIOLOGÍA MOLECULAR DE LOS VIRUS PAPILOMA 
HUMANO (HPV) CUTÁNEOS: SU DETECCIÓN Y TIPIFICACIÓN EN 
LESIONES DE PIEL EN PACIENTES TRASPLANTADOS”.  
 
Nombre, dirección y teléfono del Investigador Principal:  
 
Investigadores Principales del Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) – 
Administración Nacional de Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS) “Dr. Carlos 
Malbrán”:Rita Mariel Correa, MSc.;  Av. Vélez  Sarsfield 563, CABA. TE.: 011-43017428, int. 
204; María Alejandra Picconi, PhD. Av. Vélez  Sarsfield 563, CABA. TE.: 011-43017428, 
int.204. 
Investigadora asociada del Hospital Universitario Austral: María Walker. Pte. Perón 1500, 
Derqui, Pilar. TE.: 0230-448-2487 
 
B) Consentimiento Informado (Hoja de firmas):  
He recibido una explicación satisfactoria sobre el procedimiento del estudio, su finalidad, 
riesgos, beneficios y alternativas.  
He quedado satisfecho/a con la información recibida, la he comprendido, se me han 
respondido todas mis dudas y comprendo que mi participación es voluntaria.  
Presto mi consentimiento para el procedimiento propuesto y conozco mi derecho a 
retirarlo cuando lo desee, con la única obligación de informar mi decisión al médico 
responsable del estudio.  
 
_____________________________________________________________________  
Firma, aclaración, número de documento del sujeto fecha  
 
____________________________________________________________________  
Firma, aclaración, número de documento del representante legal  fecha (cuando se 
requiera)  
 
__________________________________________________________________  
Firma, aclaración, número de documento de la persona designadafecha 
para el proceso de CI, función   
 
De acuerdo con la Disposición 06/2008 emitida por la Dirección Nacional de Protección de 
Datos Personales (DNPDP), a Usted se lo podrá contactar para que brinde información 
respecto del procedimiento de consentimiento informado. 
 
_______________________________________________________________________  
Firma, aclaración, número de documento del testigo 
2016  Anexos 
Rita Mariel Correa | Tesis Doctoral                                                                                                                          107                                                                                                          
c-Ficha epidemiológica  utilizada para pacientes no trasplantados 
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d- Ficha epidemiológica  utilizada para pacientes  trasplantados 
 
 
 
